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Nanodelci na osnovi NaYF4, dopirani z lantanoidi, so predmet številnih raziskav, saj imajo 
velik potencial za uporabo v medicinski diagnostiki. Njihova prednost pred klasičnimi 
organskimi fluorofori je fluorescenca z energijsko pretvorbo navzgor, ki omogoča vzbujanje 
z bližnjo infrardečo svetlobo. Kljub obetavnim optičnim lastnostim pa so nanodelci na 
osnovi NaYF4 kemijsko nestabilni in se v vodnih medijih počasi raztapljajo. Tako je treba 
pred njihovo možno uporabo v humani medicini opraviti še nadaljnje izboljšave ter 
preizkuse varnosti in učinkovitosti.  
Magistrska naloga je tematsko razdeljena na dva dela. V prvem sklopu smo optimizirali 
sintezo zaščitnih fosfonskih prevlek alendronske kisline in etilendiamino 
(tetrametilenfosfonske) kisline (EDTMP) na nanodelcih s kubično (α-NaYF4) oziroma 
heksagonalno (β-NaYF4) kristalno strukturo. Proučevali smo vpliv sinteznih parametrov, kot 
so temperatura, čas sinteze in intenzivnost mešanja na učinkovitost zaščite sintetizirane 
prevleke pred raztapljanjem nanodelcev. Sintetiziranim nanodelcem smo določili povprečno 
velikost in jih morfološko analizirali s pomočjo presevne elektronske mikroskopije. Z 
meritvami zeta potenciala in Kaiserjevim testom smo sledili nastanku zaščitnih prevlek. 
Izmerili smo optične lastnosti nanodelcev. Učinkovitost zaščitnih prevlek smo preverjali s 
testi raztapljanja v fosfatnem pufru (PBS) in celičnem mediju Dulbecco's Modified Eagle 
Medium (DMEM) z visoko vsebnostjo glukoze pri fizioloških pogojih. Stopnja raztapljanja 
je bila znatna v PBS, v DMEM pa zelo majhna. Povišana temperatura sinteze prevlek je 
imela pozitiven učinek na zaščito nanodelcev pred raztapljanjem. 
V drugem sklopu smo se osredotočili na študije akutne toksičnosti sintetiziranih nanodelcev. 
Na celični liniji humanega endotelija EA.hy926 smo izvedli teste celične viabilnosti pod 
različnimi pogoji. Delež viabilnih celic v vzorcu smo določili fluorometrično z dodatkom 
barvila resazurin. Prevleka EDTMP, sintetizirana z direktno metodo na heksagonalnih 
nanodelcih, je značilno povečala celično viabilnost nanodelcev v primerjavi z izhodnimi 
nanodelci. 
Ključne besede: biokompatibilnost, celična viabilnost, citotoksičnost, fluorescenčni 





Nanoparticles based on NaYF4, co-doped with lanthanides, have been extensively studied. 
Their unique optical properties show great potential for use in human medicine, mostly as 
bioimaging probes in medicinal diagnostics. Their main advantage over traditional organic 
fluorophores is their ability to exhibit upconversion fluorescence after an excitation by near 
infrared light. Despite their promising optical properties, the NaYF4 nanoparticles slowly 
dissolve in aqueous media. Therefore thorough safety and efficacy assessments need to be 
done before use in human medicine.  
This master thesis is thematically divided into two parts. Firstly, we focused on optimizing 
the synthesis of protective phosphonic coatings based on alendronic acid and 
ethylenediamino(tetramethylenephosphonic) acid (EDTMP) on nanoparticles with either 
cubic (α-NaYF4) or hexagonal (β-NaYF4) crystal structure. The effect of synthesis 
parameters, such as temperature, time, and stirring intensity on the quality of the coatings 
was studied. We discovered that the coatings synthesized at higher temperatures were more 
efficient in preventing nanoparticle dissolution. The average size and surface morphology of 
the nanoparticles were determined using transmission electron microscopy. The coatings 
formation was followed with the zeta-potential measurements and Kaiser test. We examined 
the effect of the coatings on the optical properties of synthesized nanoparticles. The quality 
of the coatings was studied by the dissolution tests under physiological conditions in 
phosphate buffered saline (PBS) and Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) with 
high glucose content.  
In the second part of the thesis, we focused on acute toxicity studies. Cell viability tests were 
performed on human endothelial cell line EA.hy926 under different conditions. The 
percentage of viable cells was determined by measuring the fluorescence of resazurin. We 
found that EDTMP coating, which was synthesized with a direct method on nanoparticles 
with the hexagonal crystal structure, was successful in preventing deleterious effects of bare 
nanoparticles on cell viability.  
Keywords: biocompatibility, cell viability, cytotoxicity, fluorescent nanoparticles, 





AL    alendronska kislina 
ANOVA  statistični test analize variance (angl. analysis of variance) 
ATP    adenozin trifosfat  
DLVO   teorija Derjaguin, Landau, Vervey in Overbeek 
DMEM   medij za gojenje celic Dulbecco's Modified Eagle Medium 
EDTMP   etilendiamino(tetrametilfosfonska) kislina 
FBS    fetalni goveji serum (angl. fetal bovine serum) 
IR    infrardeča  
LD50   srednji letalni odmerek 
LE    metoda izmenjave ligandov (angl. ligand exchange) 
NADH   nikotinamid adenin dinukleotid 
NADPH   nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
NIR    bližnje infrardeča (angl. near-infrared) 
PAA   poliakrilna kislina (angl. polyacrylic acid) 
PBS    fosfatni pufer (angl. phosphate buffered saline) 
PEG   polietilenglikol 
PMAO-BHMT poli(maleinski anhidrid-alt-1-oktadecen), premrežen z 
bis(heksametilen)triaminom 
ST    sobna temperatura 
TEM  presevna elektronska mikroskopija (angl. transmission electron 
microscopy) 
UC    energijska pretvorba navzgor (angl. upconversion) 
UV    ultravijolična 





1.1 Fluorescenčni nanodelci z energijsko pretvorbo navzgor 
S hitrim razvojem biomedicinskih znanosti, ki smo mu priča v zadnjih desetletjih, se pojavlja 
težnja k razvoju hitrih, poceni in občutljivih diagnostičnih testov, s katerimi bi lahko dobili 
čim več kvalitetnih podatkov v čim krajšem času. Razvoj nanotehnologije in inovativnih 
materialov na tem področju omogoča velik preboj. Vse od prvih spektroskopskih raziskav 
trivalentnih lantanoidnih ionov na začetku 20. stoletja njihove edinstvene optične lastnosti 
vzbujajo pozornost znanstvenikov. Pojav fluorescence z energijsko pretvorbo navzgor, ki ga 
je leta 1959 prvič predvidel Nicolaas Bloembergen, predstavlja pomembno prednost 
lantanoidnih ionov v primerjavi s klasičnimi organskimi fluorofori (1). Vgrajevanje 
lantanoidnih ionov kot dopantov v nanodelce pa odpira tudi nove možnosti uporabe v 
biomedicini (1-3).  
Fluorescenčni nanodelci z energijsko pretvorbo navzgor (angl. upconverting nanoparticles, 
v nadaljevanju nanodelci) so do sedaj pokazali velik potencial v diagnostiki, npr. kot 
kontrastna sredstva v bioloških slikanjih v humani medicini. Njihova nano velikost (premer 
se navadno giblje med 10–40 nm) omogoča uporabo in vivo. Pomemben parameter, ki vpliva 
na njihove fizikalno-kemijske lastnosti, je velika specifična površina, preko katere so možne 
raznovrstne interakcije z biološkimi molekulami in makromolekulami. Tudi zaradi tega so 
lastnosti nanodelcev drugačne od volumenskih materialov (angl. bulk material) z enako 
kemijsko sestavo. Površino nanodelca lahko nadaljnje spremenimo, da dosežemo želen 
biološki učinek oziroma zagotovimo njihovo biokompatibilnost in stabilnost v bioloških 
sistemih (4, 5). 
Kljub številnim obetavnim lastnostim pa so bili do zdaj le redki produkti na osnovi 
nanodelcev odobreni za uporabo v medicini. Glavni razlog za to je še vedno relativna 
neraziskanost področja, ki je posledično povezana z velikimi varnostnimi in 




1.1.1 Struktura fluorescenčnih nanodelcev z energijsko pretvorbo 
navzgor 
Fluorescenčni nanodelci, ki izkazujejo energijsko pretvorbo navzgor, so sestavljeni iz treh 
ključnih elementov: kristalne matrice ter dveh vrst dopantov – senzibilizatorja in aktivatorja. 
Za učinkovit proces energijske pretvorbe navzgor je nujna primerna kombinacija dopantov. 
Pomemben vpliv pa ima tudi kristalna struktura matrice, ki omogoča vgradnjo dopantov. 
Mehanizem energijske pretvorbe navzgor ob uporabi dvojno dopiranih nanodelcev je prvi 
opisal François Auzel (3). Dopanti so praviloma lantanoidni ioni, ki jih skupaj z Y in Sc 
uvrščamo med redke zemlje. Kot senzibilizator se uporablja Yb3+, kot aktivatorji pa Er3+, 
Tm3+ ali Ho3+. Spektralne lastnosti lahko uravnavamo z izbiro dopantskih ionov in s 
prilagajanjem razmerja med njimi (7–9). Elektronski nivoji Yb3+ in omenjenih aktivatorjev 
imajo podobno energijo, kar omogoča energijski prenos navzgor (slika 1).  
 
 
Slika 1: Shematski prikaz procesa fluorescence z energijsko pretvorbo navzgor (UC). 
Levo: Proces UC med Yb3+ in Er3+ ali Tm3+. Črne puščice prikazujejo absorpcijo fotonov, 
obarvane puščice pa emisijo. Desno: Prikaz fluorescence 1 ut. % koloidne raztopine nanodelcev 
NaYF4, vzbujenih s svetlobo valovne dolžine 973 nm. a) skupna vidna fluorescenca energijske 
pretvorbe navzgor za nanodelce, dopirane z Yb3+in Er3+; b) in c) fluorescenca istega materiala z 
uporabo rdečega in zelenega barvnega filtra; d) vidna fluorescenca za nanodelce, dopirane z Yb3+ 




Fluorescenca je navadno proces energijske pretvorbe navzdol, kjer imajo absorbirani fotoni 
večjo energijo kot oddani in izkazujejo t. i. Stokesov premik. Pri pojavu fluorescence z 
energijsko pretvorbo navzgor pa gre za proces, pri katerem zaporedna absorpcija dveh ali 
več fotonov vzbudi sevanje svetlobe krajše valovne dolžine, kot jo ima vzbujevalna svetloba, 
t. i. anti-Stokesov premik. Slika 1 prikazuje shemo procesa UC, osnova katerega je 
interakcija svetlobe z elektroni v 4f orbitalah. V prvem koraku ioni senzibilizatorja, to je 
Yb3+, absorbirajo svetlobo v bližnjem infrardečem spektru (NIR) pri valovni dolžini okoli 
980 nm in preidejo v vzbujeno stanje. Temu sledi energijski prenos na elektronske nivoje 
Er3+ ali Tm3+ podobne energije, pri čemer tudi ti preidejo v vzbujeno stanje. Pri relaksaciji 
v osnovno stanje se sprosti svetloba značilne valovne dolžine: rdeča in zelena (med 650 in 
545 nm), značilna za Er3+ ali modra (med 450 in 475 nm) in NIR (okoli 800 nm) pri Tm3+ 
(3, 8, 10).  
Kristalne matrice, ki omogočajo velik izkoristek procesa UC, so zgrajene na osnovi 
halogenidov in halkogenidov. Najpogosteje uporabljena je fluoridna matrica NaYF4, ki velja 
za eno izmed najbolj učinkovitih z vidika procesa energijske pretvorbe navzgor (7, 8, 11). 
NaYF4 kristalizira v dveh različnih oblikah: kubični (α-NaYF4) in heksagonalni (β-NaYF4) 
(slika 2). Heksagonalna struktura v primerjavi s kubično omogoča bolj učinkovit prenos 
energije med lantanoidnimi ioni ter izkazuje nekajkrat bolj intenzivno fluorescenco. Razlog 
za to je večja stopnja urejenosti, ki se nanaša predvsem na zasedenost kristalnih mest z ioni 
Y3+ in dopantov, ki v strukturi zamenjujejo Y3+. Poleg tega je heksagonalna struktura za 
razliko od kubične pri sobni temperaturi termodinamsko stabilna, medtem ko je kubična 
struktura stabilna pri visokih temperaturah (8, 12). 
 
Slika 2: Shematski prikaz osnovne celice različnih kristalnih modifikacij NaYF4. Slika (a) 




S hidrotermalno oziroma solvotermalno sintezo največkrat pridobimo nanodelce kubične 
strukture (α-NaYF4). Sinteza poteka v polarnem mediju (v vodi oziroma etilenglikolu), 
sintetizirani nanodelci pa so hidrofilni, kar je nujni pogoj za uporabo v in vivo bioloških 
sistemih. Zaradi uporabe netoksičnih topil je metoda ekološko sprejemljiva, hkrati pa 
izkazuje zadovoljive izkoristke in omogoča sintezo večjih količin vzorca. Glavna 
pomanjkljivost takšnega načina sinteze tako ostajajo slabše optične lastnosti kubičnih 
nanodelcev in nehomogena oblika s široko porazdelitvijo velikosti (14, 15). 
Nanodelce s heksagonalno strukturo (β-NaYF4) najpogosteje sintetiziramo z metodama 
visokotemperaturnega preobarjanja ali termičnega razklopa. Tako sintetizirani nanodelci 
imajo ozko porazdelitev velikosti in izkazujejo boljše optične lastnosti kot kubični nanodelci 
α-NaYF4. Navedeni sintezni metodi pa imata nekaj pomembnih pomanjkljivosti: nizek 
izkoristek, vprašljivo sintezo večjih količin ter uporabo zdravju škodljivih organskih topil in 
kovinskih prekurzorjev. Poleg tega so sintetizirani nanodelci hidrofobni, obdani z 
molekulami oleinske kisline, zato je pred uporabo v bioloških sistemih nujna nadaljnja 
sprememba površine (8, 13, 14, 16, 17). 
1.1.2 Možnosti uporabe nanodelcev z energijsko pretvorbo navzgor v 
medicini  
Problem klasičnih organskih fluoroforov, ki se uporabljajo v medicinski diagnostiki, je 
absorpcija svetlobe podobne valovne dolžine (običajno UV), kot jo absorbira ostala organska 
snov v celicah. Pri teh valovnih dolžinah veliko drugih endogenih komponent izraža 
avtofluorescenco (npr. flavini, porfirini in NADH), kar zmanjša razliko v razmerju 
signal/šum in občutljivost metode. Ob daljši izpostavljenosti UV-svetlobi lahko pride do 
poškodbe bioloških molekul in celične smrti, poleg tega pa je tudi potencialno kancerogena. 
Zaradi nestabilnosti organskih barvil in nagnjenosti k bledenju je časovno okno za detekcijo 
kratko. Poleg tega so za večino organskih fluoroforov značilni široki absorpcijski in 
emisijski vrhovi, ki se med seboj tudi prekrivajo (2, 6). Z vidika optičnih lastnosti je večino 
pomanjkljivosti organskih fluoroforov odpravil razvoj kvantnih pik, ki pa so zaradi svoje 




Nanodelce, dopirane z lantanoidi, lahko vzbujamo s svetlobo NIR spektra, pri čemer je pojav 
avtofluorescence drugih bioloških molekul redek. Vpliv ozadja pri detekciji je zato majhen, 
visoko razmerje signal/šum pa omogoča veliko občutljivost. Ozki spektralni vrhovi 
omogočajo boljšo ločitev posameznih komponent v vzorcu in določanje več komponent 
vzorca hkrati. Vzbujanje z NIR svetlobo ter NIR-NIR proces energijske pretvorbe navzgor 
omogočata globoko, neinvazivno prodiranje v tkiva in manjšo razpršenost svetlobe, dolgi 
življenjski časi pa preprečijo interferenco s spontanimi kratkotrajnimi emisijami ozadja. 
Poleg tega fluorescenca, ki jo izkazujejo takšni nanodelci, ni nagnjena k bledenju, zaradi 
česar je možna detekcija skozi daljše časovno obdobje (2, 4, 13). Za vzbujanje z NIR 
svetlobo lahko uporabimo laserske diode, ki so relativno poceni, svetloba teh valovnih dolžin 
pa ni škodljiva za biološka tkiva (15). 
Prav zaradi prednosti njihovih optičnih lastnosti so nanodelci, ki izkazujejo energijsko 
pretvorbo navzgor, zanimivi z medicinskega vidika. Možna področja uporabe ob ustreznih 
modifikacijah nanodelcev so različna biološka slikanja, na primer fluorescenčno slikanje, 
računalniška tomografija, magnetna resonanca, in vitro ter in vivo detekcija bioloških 
makromolekul ter teranostika. Potencialno bi se lahko uporabljali tudi kot formulacije, ki bi 
prek ustrezne prilagoditve površine omogočale tarčno delovanje oziroma sproščanje 
zdravilne učinkovine (2, 6, 14, 16–18). Proces energijske pretvorbe navzgor in absorpcija 
svetlobe v NIR območju predstavlja prednost pri uporabi v namene fluorescenčnega slikanja. 
Računalniško tomografijo omogoča prisotnost ionov težkih kovin v strukturi nanodelcev, ki 
zagotavljajo velik kontrast (17). Magnetna resonanca je mogoča zaradi paramagnetnih 
lastnosti lantanoidov, predvsem Gd3+ (19). V fotodinamični in fototermalni terapiji bi z 
nanodelci lahko selektivno uničili tumorske celice. To bi lahko dosegli ob vzbujanju z NIR 
svetlobo prek tvorbe reaktivnih kisikovih zvrsti ob dodatku fotosenzibilizatorja ali prek 
lokalnega segrevanja kot posledica pretvorbe emisije NIR svetlobe v toploto (17, 20). Ob 
aplikaciji nanodelcev kot dostavnega sistema za zdravilno učinkovino bi lahko prek merjenja 
fluorescence spremljali dostavo učinkovine na želeno mesto delovanja, svetlobno 
nadzorovana fotodegradacija nanodelcev pa bi omogočila tudi ciljano sproščanje zdravilne 
učinkovine (6, 17). 
Pomembni izzivi pri uporabi fluorescenčnih nanodelcev na osnovi NaYF4 ostajajo nizka 




biokompatibilnost in dolgoročna stabilnost, saj vedno več raziskav potrjuje njihovo 
raztapljanje v vodnih medijih. 
1.2 Mehanizmi citotoksičnosti nanodelcev 
Za uporabo v medicinske namene je ključna biokompatibilnost nanodelcev. Snovi, ki jih 
uporabljamo kot kontrastna sredstva z namenom diagnosticiranja bolezni, uvrščamo pod 
zdravila, zato tudi zanje veljajo enake regulatorne zahteve (21). Izpolnjevati morajo stroge 
pogoje varnosti in učinkovitosti, biti morajo netoksični in kemijsko ter koloidno stabilni v 
in vivo sistemih (22). Za razliko od kemijskih spojin in volumskih materialov pa toksičnosti 
nanodelcev ne moremo predvideti zgolj na podlagi koncentracije in časovne izpostavitve. 
Zaradi velikega razmerja med površino in volumnom nanodelcev je reaktivnost površine 
nanodelcev večja v primerjavi z volumskim materialom s sicer enako kemično sestavo (5, 
16) Poleg tega lahko že majhne razlike v površinskih lastnostih nanodelcev vplivajo na 
njihove interakcije z biološkimi komponentami, kar lahko vodi v citotoksičnost in neželene 
učinke v različnih organih v telesu (slika 3) (5, 23).  
 
 




Najpogostejša pot vstopa nanodelcev v celice je prek aktivnega transporta z endocitozo (4, 
24). Difuzija nanodelcev skozi celične membrane (pasivni transport) je redkejša, lahko pa 
povzroči poškodbe celičnih membran in spremeni njihovo prepustnost (slika 3) (4). Možne 
so tudi poškodbe membran mitohondrijev in motnje mitohondrijske aktivnosti (5). 
Interakcija z ribonukleinskimi kislinami lahko vodi v poškodbe mRNA v citoplazmi celice 
in genskega zapisa DNA v celičnem jedru, interakcija nanodelcev s proteini pa lahko vodi v 
njihovo napačno zvijanje ali agregacijo (4, 5). Prek tvorbe reaktivnih kisikovih zvrsti lahko 
nanodelci povzročijo oksidativni stres in lipidno peroksidacijo, sprožijo pa tudi vnetni odziv 
(5). Nanodelci na osnovi NaYF4 lahko v kisli notranjosti lizosoma interagirajo s celičnimi 
fosfati, kar povzroči poškodbe lizosoma. Takšne poškodbe sprožijo vnetni odziv na celičnem 
nivoju, kar lahko pozneje vodi v vnetje tkiv in organov, kot so vnetje pljučnega tkiva in 
pljučna fibroza (6, 9). Citotoksičnost bi lahko povzročilo tudi sproščanje toksičnih ionov ob 
raztapljanju nanodelcev (5). 
1.2.1 Raztapljanje nanodelcev NaYF4 in možni mehanizmi citotoksičnosti  
Nanodelci na osnovi NaYF4 so dolgo časa veljali za kemijsko inertne, predvsem zaradi nizke 
topnosti fluoridov redkih zemelj v vodi. Novejše raziskave pa so pokazale, da se nanodelci 
na osnovi NaYF4 v vodnih suspenzijah do določene mere raztapljajo. Raztapljanje je posebej 
kritično v prisotnosti fosfatov (na primer v fosfatnem pufru – PBS). Razlog za pospešeno 
raztapljanje je nastanek stabilnih, v vodi netopnih fosfatov redkih zemelj. Raziskave so tudi 
pokazale, da ima sestava medija večji vpliv na raztapljanje kot njegov pH (25, 26). Na 
raztapljanje vplivata tudi temperatura staranja nanodelcev ter njihova velikost. Pri višji 
temperaturi raztapljanje poteka hitreje in v večjem obsegu. Nanodelci z manjšim premerom 
so zaradi velike specifične površine termodinamsko manj stabilni kot tisti z večjim. Kinetika 
raztapljanja je tako pri manjših nanodelcih hitrejša (25, 27).  
Za uporabo nanodelcev kot kontrastnih sredstev je kinetika raztapljanja ključnega pomena. 
Nujno je, da se nanodelci raztapljajo dovolj počasi, da v času med injiciranjem in izločanjem 
iz telesa ne pride do povečanega sproščanja potencialno toksičnih ionov (25). Obstaja 
možnost pojava neželenih učinkov ob raztapljanju nanodelcev na osnovi NaYF4 v prisotnosti 




Toksičnost ionov redkih zemelj 
Kemijske in toksikološke lastnosti različnih elementov redkih zemelj so med seboj zelo 
podobne (28), zato jih v magistrskem delu obravnavamo kot enotno skupino. Redke zemlje, 
kamor poleg lantanoidov uvrščamo tudi itrij in skandij, veljajo za relativno netoksične 
elemente. Srednja letalna doza (LD50) erbijevega klorida, določena na miših po 
intraperitonealni aplikaciji, je več kot 500 mg/kg telesne teže. Pri peroralni aplikaciji 
vrednost LD50 za miši znaša 6200 mg/kg telesne teže (28). Toksični učinki se lahko pojavijo 
pri akumulaciji redkih zemelj v celicah ter pri interakcijah s proteini in drugimi biološkimi 
makromolekulami. Raziskave kažejo, da se Y3+ v in vivo pogojih veže na transferin, globulin 
in DNA, kar lahko vodi v okvaro njihove funkcije (28). Povečana izpostavljenost ionom 
redkih zemelj lahko ob privzemu v celice vodi do oksidativnega stresa, motenj pri transportu 
preostalih ionov skozi celično membrano ter oksidativnih poškodb membran, proteinov in 
DNA (5, 6). Z znotrajceličnimi fosfati ioni redkih zemelj tvorijo igličaste strukture, ki prav 
tako izkazujejo toksične lastnosti (6). Redke zemlje v obliki kloridov lahko zmanjšajo 
aktivnost nekaterih encimov (npr. NADH dehidrogenaze), poleg tega pa lahko zmanjšajo 
delež holesterola, elastina in kolagena v aortah (4, 28). Klinično se toksični učinki redkih 
zemelj med drugim kažejo kot pnevmokonioza, akutno vnetje pljučnih tkiv ter kot poškodba 
in nekroza jetrnega tkiva (28). Ioni redkih zemelj so v nanodelcih vgrajeni v kristalno 
strukturo in tako ne morejo prosto difundirati v celice, problem pa se pojavi v primeru 
raztapljanja nanodelcev (4). 
Toksičnost fluoridnih ionov 
Toksični vplivi fluoridnih ionov so se začeli podrobneje proučevati šele v 90. letih prejšnjega 
stoletja. V nizkih koncentracijah so se predtem uporabljali predvsem zaradi njihovega učinka 
na zaviranje zobnega kariesa (29). Sodobne študije pa so dokazale njihov vpliv na več 
celičnih procesov, med drugim na ekspresijo genov, transport ionov skozi celično 
membrano, oksidativni stres in celično dihanje ter na življenjski cikel celice, njihovo 
proliferacijo ter apoptozo (30). Natančni mehanizmi toksičnosti so v veliki meri še neznani, 
najverjetneje pa so povezani z njihovo visoko biološko in kemijsko reaktivnostjo (29, 30). 
Med drugim aktivirajo večino znotrajceličnih signalnih poti, tako od G-proteina odvisnih, 




receptorje. V obliki HF hitro difundirajo preko celičnih membran v notranjost celic (29), 
(30). Pri ljudeh prekomerni vnos fluoridnih ionov skozi daljše časovno obdobje vodi v pojav 
fluoroze, ki se klinično kaže kot lisasta obarvanost zob, osteoporoza ali osteoskleroza. Poleg 
negativnih učinkov na kostno tkivo ima vpliv tudi na endotelijske, ledvične in živčne celice 
(29). Ob visoki izpostavljenosti lahko pride do nevroloških motenj. Varen dnevni odmerek 
fluorida za ljudi je 0,05 mg/kg/dan, najvišji odmerek, pri katerem ni prišlo do opaznih 
neželenih učinkov (NOAEL), pa za ljudi znaša 0,15 mg/kg/dan (29). Študije pa so v zadnjem 
desetletju pokazale toksičen vpliv fluoridnih ionov tudi pri nižjih odmerkih, kadar se le-ti 
akumulirajo v celicah (29, 30). 
Za varno uporabo nanodelcev so torej potrebne študije mehanizmov toksičnosti, tako 
nanodelcev kot celote kot tudi posameznih komponent, ki bi se lahko sproščale ob 
raztapljanju. Pomembno je tudi natančno poznavanje poti izločanja iz telesa po končani 
terapiji, saj je od kinetike izločanja v veliki meri odvisen pojav toksičnih učinkov. Da 
dosežemo želeno biološko uporabnost, je torej obvezna ustrezna prilagoditev površine 
nanodelcev (6, 26, 31).  
1.3 Zaščitne prevleke proti raztapljanju nanodelcev na osnovi 
NaYF4 
Veliko raziskav se posveča sintezi in optimizaciji različnih tipov prevlek, ki bi nanodelce 
zaščitili pred raztapljanjem in omogočili koloidno stabilnost v fizioloških pogojih. Med 
drugim so študirali zaščitne prevleke na osnovi amorfne silike (16, 22, 32), poliakrilne 
kisline (PAA) (24, 33), polietilenglikola (PEG) (32-35) polisulfonatov (36), fosfatov (9), 
(35) ter različne amfifilne prevleke (15, 20). Silika velja za netoksičen material, ki bi ga 
lahko uporabili v te namene, a je do nedavnega veljalo, da raztapljanja zaradi svoje 
poroznosti ne prepreči v celoti. Raziskovalcem je sicer uspelo sintetizirati dovolj debelo 
prevleko mikroporozne silike, ki je raztapljanje uspešno upočasnila (16), kljub vsemu pa so 
potrebne nadaljnje optimizacije debeline prevleke. Za uporabo v biomedicini je namreč 
pomembna ohranitev čim manjše velikosti nanodelca (6, 16, 22). Prevleka iz PEG prepreči 
neželeno adhezijo proteinov na površino nanodelca, hkrati pa je polimer netoksičen in ne 
povzroči imunskega odziva. Glavna pomanjkljivost takšnih prevlek je izpodrivanje molekul 




raztapljanje nanodelcev v PBS znatno zmanjša amfifilna prevleka na osnovi polimera 
poli(maleinski anhidrid-alt-1-oktadecen), premreženega z bis(heksametilen) triaminom 
(PMAO-BHMT) (20). Postavlja pa se vprašanje stabilnosti take prevleke pri različnih 
pogojih, saj je prevleka na površino nanodelcev vezana preko hidrofobne fizikalne 
interakcije. Ireverzibilno vezavo na površino nanodelcev sicer zagotavlja amorfna silika, 
vendar pa je sinteza podobnih fosfonskih prevlek precej bolj enostavna zaradi znane močne 
interakcije med fosfonskimi skupinami s kovinskimi ioni (9, 35, 37, 38). 
 
V magistrskem delu smo se posvetili sintezi in optimizaciji izbranih tipov fosfonskih 
prevlek: alendronske kisline (AL) in etilendiamino(tetrametilenfosfonske) kisline 




Slika 4: Molekula alendronske kisline (levo) in etilendiamino(tetrametilfosfonske) kisline (desno). 
Alendronska kislina 
Alendronska kislina velja za biokompatibilno. Kot zdravilna učinkovina je registrirana v več 
zdravilih, namenjenih za zdravljenje osteoporoze (npr. Alenax®, Fosavance®, Fosamax®). 
Raziskave prevlek z alendronsko kislino pa so že bile opravljene tudi na nanodelcih, 
namenjenih tarčnemu zdravljenju osteosarkoma (39). Alendronska kislina je sintezni analog 
pirofosfata, glede na kemijsko strukturo pa jo uvrščamo med bisfosfonate (40). Zaradi svoje 
hidrofilnosti in kislih centrov na fosfonskih skupinah ima večjo afiniteto za vezavo v kostno 
tkivo kot za privzem skozi celično membrano v mehkih tkivih (39). Učinkuje prek zaviranja 
delovanja osteoklastov, kar vodi v povečevanje kostne gostote. Fosfonske skupine so 




kisline iz kostnine (40). Na površino nanodelcev se lahko veže z eno ali obema fosfonskima 
skupinama (monodentatno oziroma bidentatno), preko elektrostatskih interakcij ali prek 
tvorbe vodikovih vezi (41). Z vidika nadaljnjega razvoja pa nam prisotnost reaktivnih 
primarnih aminov na površini nanodelcev omogoča nadaljnjo biofunkcionalizacijo (35).  
Etilendiamino(tetrametilfosfonska) kislina 
Študije navajajo, da prevleka EDTMP uspešno zaščiti površino nanodelca pred 
transformacijo in upočasni raztapljanje v vodnem mediju, stabilna pa je tudi v kislih 
bioloških okoljih, kot je npr. notranjost celičnih lizosomov (9, 26). Molekulo EDTMP 
uvrščamo med tetrafosfonate. S svojimi štirimi fosfonskimi skupinami se lahko z veliko 
afiniteto veže na redke zemlje (Yb3+/Er3+/Tm3+) na površini nanodelca in podobno kot 
alendronska kislina tvori koordinacijske ali vodikove vezi ter elektrostatske interakcije (9, 
26, 41). Zaradi možnosti tvorbe štirih koordinacijskih vezi velja tudi za fosfonatni analog 
pogosto uporabljanega kompleksanta etilendiamintetraocetne kisline (EDTA). Tudi EDTMP 
velja za biokompatibilno, prav tako ni mutagena, karcinogena ali teratogena. Natrijeva sol 
EDTMP se v kompleksu z radioaktivnim 153Sm (Quadramet®) uporablja za zmanjšanje 
bolečin pri onkoloških bolnikih s kostnimi metastazami. Podobno kot alendronska kislina 
ima tudi EDTMP zaradi fosfatnih skupin veliko afiniteto do kostnega tkiva, kjer se 
koncentrira v hidroksiapatitu (42). 
1.4 Toksikološke študije 
Pred odobritvijo vsakršne uporabe zdravila v humani medicini je potrebno predhodno 
obsežno testiranje biokompatibilnosti učinkovine oziroma formulacije z vidika zagotavljanja 
varnosti. Pričakovana korist terapije mora biti večja od tveganja za zdravje (21). Zaradi 
poročanja o raztapljanju nanodelcev na osnovi NaYF4 v vodnem mediju in posledični 
možnosti sproščanja fluoridnih ionov ter ionov redkih zemelj je še toliko bolj pomembno, 
da se natančno prouči potencialna toksičnost nanodelcev (6, 25).  
1.4.1 Vpliv nanodelcev na celično viabilnost 
Večina do zdaj opravljenih študij, ki nakazujejo na velik potencial za uporabo nanodelcev 
na osnovi NaYF4 v medicinske namene, se je osredotočala na proučevanje učinkovitosti in 




raziskav nanodelcev je opravljena na celičnih in tkivnih kulturah in vitro, na izbranem tipu 
celic, v omejenem koncentracijskem in časovnem območju. Pri tem se redko upošteva možni 
razpad oziroma transformacija nanodelcev med samim potekom testiranja (4, 6). Prav tako 
so pomanjkljive smernice za in vitro ter in vivo testiranja nanodelcev, ki se po marsičem 
razlikujejo od toksikoloških raziskav klasičnih učinkovin (23). Veliko do sedaj opravljenih 
študij ni pokazalo toksičnih učinkov in vitro ali in vivo oziroma so bili ti omejeni (4, 43). 
Razumeti pa moramo, da so rezultati študij citotoksičnosti odvisni od uporabljene celične 
kulture in parametrov izpostavitve nanodelcev, kot so temperatura, koncentracija in sestava 
medija za gojenje. To oteži primerjavo študij, ki so bile opravljene na enakem tipu 
nanodelcev, a z drugačnimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi, površinskimi modifikacijami 
ali pod drugačnimi pogoji. Primerjalne študije z drugimi, bolj raziskanimi tipi nanodelcev 
(npr. TiO2, FeO ...), niso smiselne, saj se nanodelci med seboj razlikujejo po kemijskih in 
fizikalnih lastnostih (oblika in velikost nanodelcev, naboj na površini, funkcionalizacija 
površine ipd.). Od teh lastnosti je odvisen privzem nanodelcev v celice, čas zadrževanja in 
njihov očistek ter posledično tudi toksični učinki (4). Več študij je potrdilo citotoksičnost 
nanodelcev samo na določenem tipu celic, npr. makrofagih, kjer so se dlje časa akumulirali 
in se ob tem poškodovali ali delno razgradili (6, 44).  
Toksičnost nanodelcev na osnovi NaYF4 je do sedaj že bila testirana na nekaterih živalskih 
vrstah. Raziskave na miših so pokazale, da so intravenozno aplicirani nanodelci varni v 
koncentracijah, ki bi se uporabljale pri bioloških slikanjih (45). Nanodelci NaYF4(Yb,Er) s 
prevleko PAA oziroma silike v študiji niso imeli vpliva na zaviranje rasti poskusnih živali 
ali na spremembe njihovega obnašanja. Prav tako niso povzročili opaznih sprememb na 
organih (45). Raziskave na glistah C. elegans niso pokazale vpliva nanodelcev 
NaYF4(Yb,Tm) na življenjski cikel in razmnoževanje, po aplikaciji pa so jih gliste uspešno 
izločile iz telesa (43, 45). V študiji toksičnosti za razmnoževanje na zarodkih navadne 
cebrice pa je pri visokih koncentracijah nanodelcev na osnovi lantanoidov (200–400 mg/ml) 
prišlo do razvoja nepravilnosti zarodkov (45).  
V naši raziskavi smo spremljali vpliv nanodelcev na celično viabilnost in ugotavljali učinek 
zaščitnih fosfonskih prevlek. Celično viabilnost definiramo kot število ali odstotek zdravih, 
presnovno aktivnih celic v vzorcu po izpostavitvi nanodelcem. Določamo jo lahko prek 




znotrajceličnih kazalcev, kot so ATP, NADH, kaspaze in proteaze (46, 47). Da bi naše 
raziskave čim bolj odražale dejanski vpliv nanodelcev na viabilnost celic po aplikaciji v 
človeški organizem, smo njihov vpliv proučevali na celični liniji humanega endotelija. 
1.4.2 Celična linija humanega endotelija EA.hy926 
Najbolj pogoste poti administracije nanodelcev, dopiranih z lantanoidi pri živalskih modelih 
so intravenozna, intramuskularna, subkutana in intraperitonealna aplikacija (4). Za namen 
uporabe takšnih nanodelcev pri biomedicinskih slikovnih preiskavah je predviden 
intravenozni način aplikacije. V tem primeru bi bile endotelijske celice, ki tvorijo notranje 
ogrodje žilnih sten, med prvimi, ki bi prišle v stik z nanodelci (slika 5). Zaradi velike 
površine endotelija v človeškem telesu in pomembnih funkcij, ki jih endotelij opravlja, bi 
imela citotoksičnost nanodelcev vpliv na delovanje celotnega organizma. Nanodelci z 
manjšim premerom naj bi se dlje časa zadrževali v krvnem obtoku in imeli zato še večji vpliv 
na celice endotelija (4). 
 
Slika 5: Shematski prikaz žilne stene in monoplasta endotelijskih celic.  
Endotelijske celice se nahajajo kot monoplast na notranjem delu žilne stene in mejijo na 
lumen žile. Zaradi svoje edinstvene lokacije imajo vpliv na številne žilne funkcije, med 
drugim na reguliranje hemostaze in prehajanje snovi iz krvnega obtoka v tkiva. Pomembno 
vlogo imajo tudi pri reguliranju žilnega tonusa, saj izločajo tako vazokonstriktorne kot 




sil, ki nastanejo pri pretoku krvi skozi žilo, endotelijske celice začnejo izločati faktorje, ki 
vplivajo na sproščanje gladkomišičnih celic v žilni steni in povzročijo vazodilatacijo. Ob 
pojavu nelinearnega toka krvi pa se sproži vnetni odziv, ki lahko vodi v okvaro endotelijske 
funkcije. Vpliv imajo tudi na adhezijo celic na žilno steno ter na izločanje faktorjev 
strjevanja krvi. Okvara endotelijske funkcije v primeru citotoksičnosti nanodelcev bi lahko 
vodila v porušenje žilne homeostaze, kar lahko privede do resnih srčno-žilnih zapletov. 
Posledica je lahko vazokonstrikcija, nastanek tromboze in vnetje žilne stene (48, 49). 
Eksperimentalno preverjanje potencialne citotoksičnosti nanodelcev smo izvajali s testi 
celične viabilnosti na celični liniji humanega endotelija EA.hy926 (slika 6). Gre za trajno 
celično linijo, pridobljeno s fuzijo endotelijskih celic humane popkovnične vene (angl. 
human umbilical vein endothelial cells – HUVEC) in celic humanega pljučnega karcinoma 
A549, ki so jo leta 1990 razvili C. Edgell in sodelavci (50). Trajnost celične linije so dokazali 
s proučevanjem ohranitev lastnosti primarne celične endotelijske linije tudi po visokem 
številu pasaž celic. S pomočjo elektronskih mikrografov so dokazali prisotnost Weibel-
Paladejevih telesc, ki so specifična za endotelijske celice. Weibel-Paladejeva telesca celic 
EA.hy926 so bila po obliki, velikosti, lokaciji, strukturi in gostoti enaka kot pri primarnih 
endotelijskih celicah (50). Ta telesca med drugim shranjujejo in izločajo tudi von 
Willebrandov faktor, ki je ključen pri strjevanju krvi. Tega so v raziskavi dokazali 
imunokemijsko in potrdili, da ga celice EA.hy926 izločajo nespremenjenega tudi po več kot 
300-kratni pasaži celic (50). V drugi raziskavi so ugotovili, da celice linije EA.hy926 
izločajo nespremenjene količine endotelin-pretvarjajočega encima. Aktivnost izločenega 
encima pri celicah EA.hy926 je bila enaka kot pri primarnih endotelijskih celicah. S tem so 





Slika 6: Mikroskopski fotografiji gojišča celične linije EA.hy926 manjše (levo) in večje gostote 
(desno). Prirejeno po (52). 
Ker gre za humano celično linijo, lahko na podlagi rezultatov testov citotoksičnosti 




2 NAMEN DELA 
Nanodelci na osnovi NaYF4, dopirani z lantanoidi, imajo zaradi svojih edinstvenih optičnih 
lastnosti velik potencial za uporabo v medicinski diagnostiki. Novejše raziskave pa vse bolj 
izpostavljajo njihovo raztapljanje v vodnih medijih, bogatih s fosfati. Ker so fosfati prisotni 
tudi v človeškem telesu, bi lahko raztapljanje in posledično sproščanje ionov redkih zemelj 
in fluoridnih ionov iz ogrodja nanodelcev povzročilo številne neželene učinke. Nanodelce 
lahko zaščitimo pred raztapljanjem in zagotovimo njihovo biokompatibilnost s primernimi 
prevlekami. 
Namen magistrske naloge je študij zaščite nanodelcev na osnovi NaYF4 pred raztapljanjem 
in posledična izboljšava njihove biokompatibilnosti s fosfonskimi prevlekami. Sintetizirali 
bomo dve različni fosfonski prevleki, na osnovi alendronske kisline in 
etilendiamino(tetrafosfonske) kisline (EDTMP). Natančno bomo določili lastnosti 
sintetiziranih nanodelcev, ki bi lahko vplivale na rezultate testov celične viabilnosti. Proučili 
bomo vpliv različnih sinteznih parametrov (temperature, časa sinteze, intenzivnosti 
stresanja) na učinkovitost prevlek. Učinkovitost zaščitnih prevlek bomo ovrednotili s testi 
raztapljanja pri fizioloških pogojih v fosfatnem pufru (PBS) in mediju za gojenje celic 
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) z visoko vsebnostjo glukoze. Vpliv prevlek 
na biokompatibilnost nanodelcev bomo analizirali v in vitro pogojih s testi viabilnosti na 
celični liniji humanega endotelija EA.hy926. Rezultate bomo statistično ovrednotili, da bi 






3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali 
3.1.1 Reagenti in topila 
• Amonijev fluorid (NH4F), 98 % (Alfa Aesar, Nemčija) 
• Etilendiamino(tetrametilenfosfonska) kislina, 98 % (abcr GmbH, Nemčija) 
• Iterbijev (III) klorid hidrat (YbCl3 × xH2O), 99 % (Sigma Aldrich, ZDA) 
• Itrijev (III) klorid hidrat (YCl3 × xH2O), 99,99 % (Alfa Aesar, Nemčija) 
• Natrijev alendronat trihidrat, 97 % (Alfa Aesar, Nemčija) 
• Natrijev klorid (NaCl), min. 99 % (Alfa Aesar, Nemčija) 
• Resazurin (alamarBlue Cell Viability Reagent®, Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
• Tulijev (III) klorid hidrat (TmCl3 × xH2O), 99 % (Sigma Aldrich, ZDA) 
 
Točen delež redke zemlje v hidratih je bil določen z atomsko emisijsko spektroskopijo z 
induktivno sklopljeno plazmo (ICP-OES, Agilent 720, Santa Clara, ZDA). 
 
Za eksperimente smo uporabljali tudi naslednje kemikalije in topila, ki smo jih po potrebi 
redčili do želene koncentracije: 
• Aceton, Ph. Eur. (Carlo Erba Reagents, Francija) 
• Cikloheksan, Ph. Eur. (Sigma Aldrich, ZDA) 
• Dietileter, p.a. (Merck, ZDA) 
• Dušikova kislina (HNO3), 68 % (VWR, ZDA) 
• Etanol, 96 % (Sigma Aldrich, ZDA) 
• Etilenglikol, 99 % (Alfa Aesar, Nemčija) 
• Klorovodikova kislina (HCl), 37 % (Carlo Erba Reagents, Francija) 
• Natrijev hidroksid (NaOH), 98-100,5 % (Sigma Aldrich, ZDA) 
 
Kaiser test kit® (Sigma Aldrich, ZDA) smo za eksperimentalne namene uporabljali v skladu 
z navodili proizvajalca. Fosfatni pufer Phosphate Buffered Saline – 10x (Alfa Aesar, 




fiziološko koncentracijo. Mediju za gojenje celic Dulbecco's Modified Eagle Medium – 
High Glucose D6546 (DMEM) smo dodali 10 % fetalnega govejega seruma (FBS), 1 % 
raztopine antibiotikov penicilina in streptomicina ter 1 mM L-glutamin (vse Sigma Aldrich, 
ZDA). Za izvedbo poskusov vpliva nanodelcev na celično viabilnost smo uporabili celično 
linijo humanega endotelija EA.hy926 (ATCC, ZDA). Pri vseh eksperimentih smo uporabili 
deionizirano vodo. 
3.1.2 Naprave in pribor 
• Analitska tehtnica AG 104 (Mettler Toledo, ZDA) 
• Aparatura za potenciometrično določanje fluoridnih ionov Orion 960 Autochemistry 
System z ionsko selektivno elektrodo Orion 96-09 (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
• Avtomatski števec celic Countess II (ThermoFisher Scientific, ZDA) 
• Celica za ultrafiltracijo s filtri Hydrosart 144, velikost 30 kDa (Sartorius, Nemčija)  
• Celični inkubator Innova CO-170 (New Brunswick Scientific, ZDA) 
• Centrifugi Eppendorf Centrifuge 5430 in 5804 (Eppendorf, Nemčija)  
• Naprava za določanje zeta potenciala ZetaPALS Zeta Potential Analyzer 
(Brookhaven Instruments Corporation, ZDA) 
• pH meter pH Lab 827 (Metrohm, Švica) 
• Presevni elektronski mikroskop JEOL 2100 (JEOL, Japonska) 
• Spektrofluorometer QuantaMaster 8000 (Horiba PTI, Japonska) s foto-
pomnoževalnikom Hamamatsu R2658 (Hamamatsu, Japonska) 
• Spektrofotometer UV-VIS Hewlett-Packard 8453 (Hewlett-Packard, ZDA) 
• Sušilniki SP-45 (Kambič, Slovenija) 
• Ultrazvočna kopel Sonis 4 GT (Iskra PIO, Slovenija) 
• Večfunkcijski čitalec mikrotitrskih ploščic Synergy HT Microplate Reader (BioTek, 
ZDA) 
• Vodna kopel GFL 1003 (GFL, Nemčija) 





3.1.3 Programska računalniška oprema 
• Program za analizo TEM slik Digital Micrograph (Gatan Inc., ZDA) 
• Program za risanje in oblikovanje grafov Origin (OriginLab Corporation, ZDA) 
• Program za statistično analizo in oblikovanje grafov GraphPad Prism 8.3.0 
(GraphPad, ZDA) 
• Program za urejanje podatkovnih tabel Microsoft Excel, Office 365 (Microsoft, 
ZDA) 
3.2 Metode 
3.2.1 Sinteza izhodnih nanodelcev  
Nanodelce s kubično kristalno strukturo (α-NaYF4) smo sintetizirali solvotermalno, po 
modificiranem postopku iz članka F. Vetrona in sodelavcev (53). Sintetizirali smo tako 
dopirane nanodelce α-NaYF4(Yb,Tm) kot tudi poskusno šaržo nedopiranih α-NaYF4 
nanodelcev. Postopka sinteze sta bila enaka, sintezi sta se razlikovali le v izhodnih reagentih. 
Za solvotermalno sintezo nedopiranih nanodelcev α-NaYF4 smo ločeno zatehtali kloride in 
amonijev fluorid v molskem razmerju, navedenem v preglednici I. 






NaCl 1,56 0,210 
YCl3 x H2O 0,78 0,622 
NH4F 3,12 0,267 
 
Kloride smo raztopili v 27 ml etilenglikola, amonijev fluorid pa v 17 ml etilenglikola. Pri 
sintezi dopiranih nanodelcev α-NaYF4(Yb,Tm) smo uporabili enako molsko razmerje redkih 











NaCl 1,56 0,421 
YCl3 x H2O 0,78 0,970 
YbCl3 x H2O 0,2 0,355 
TmCl3 x H2O 0,02 0,027 
NH4F 3,12 0,533 
 
Kloride smo raztopili v 54 ml etilenglikola, amonijev fluorid pa v 34 ml etilenglikola. Obe 
mešanici smo mešali z magnetnim mešalom pri sobni temperaturi, dokler se nista popolnoma 
raztopili. Nato smo ju združili ter mešali z magnetnim mešalom 30 min pri 80 °C. Teflonski 
lonček smo zatesnili v avtoklavu iz nerjavnega jekla in segrevali pri povišanem tlaku 15 h 
pri 200 °C. Po 15 h smo avtoklav ohladili na sobno temperaturo. Rjavo suspenzijo smo prelili 
v 50-mililitrske plastične centrifugirke in jim dodali približno 20 ml etanola. Centrifugirali 
smo jih 5 min pri 3016 rcf. Nato smo supernatante odpipetirali in zavrgli, spiranje usedline 
pa nadaljevali najprej z 1 : 1 mešanico etanola in deionizirane vode, pozneje pa le z 
deionizirano vodo. Ob zadnji ponovitvi je bil supernatant motne bele barve, usedlina pa 
mlečno bela. Združili smo supernatante iz vseh centrifugirk in jih shranili. Tu se namreč 
nahajajo najbolj koloidno stabilni nanodelci, ki smo jih uporabili v nadaljnjih poskusih.  
 
Heksagonalne nanodelce, dopirane z Yb3+/Er3+ (β-NaYF4(Yb,Er)), nam je za namene naše 
raziskave poslala dr. Uliana Kostiv iz Akademije znanosti v Pragi na Češkem. Sintetizirani 
so bili po postopku, navedenem v članku U. Kostiv in sodelavcev (34), z metodo 
visokotemperaturnega preobarjanja. Po končani sintezi so bili nanodelci obdani z 
molekulami oleinske kisline in dispergirani v cikloheksanu. V primeru, ko smo v 
nadaljevanju potrebovali hidrofilne nanodelce, smo oleinsko kislino s površine nanodelcev 





Heksagonalne nanodelce v cikloheksanu (β-NaYF4(Yb,Er)) smo posušili v sušilniku pri 70  
°C. Suhemu vzorcu smo nato dodali 10 ml 0,1 M HCl in stresali v ultrazvočni kopeli 3 h ob 
zagotavljanju temperature pod 35 °C. Med reakcijo smo z indikatorskimi lističi spremljali 
pH vrednost v reakcijski mešanici ter jo po potrebi uravnali na pH 1 z 1 M HNO3. Po koncu 
reakcije smo izvedli ekstrakcijo z dietiletrom, s čimer smo odstranili oleinsko kislino. 
Postopek smo nekajkrat ponovili, dokler ni suspenzija postala skoraj prozorna. Vodno fazo 
smo prenesli v 50-mililitrske konične centrifugirke, jim dodali aceton in centrifugirali 5 min 
pri 6462 rcf. Spiranje smo nadaljevali z vodo v dveh korakih s centrifugiranjem 5 min pri 
6462 rcf. Po koncu smo shranili supernatant v vodni fazi in ga uporabili v naslednjem koraku 
sinteze fosfonskih prevlek. 
3.2.2 Sinteza zaščitnih fosfonskih prevlek 
Na sliki 7 so shematsko predstavljeni postopki odstranjevanja oleinske kisline in sinteze 
zaščitnih prevlek. 
 
Slika 7: Shematska predstavitev metod sinteze fosfonskih prevlek. Rdeče puščice prikazujejo 
sintezni postopek izmenjave liganda. Modre puščice prikazujejo sintezo fosfonske prevleke na gole 
nanodelce. Prirejeno po (26). 
Sinteza prevlek z alendronsko kislino 
Sintezo prevleke z alendronsko kislino smo izvedli po dveh različnih postopkih: z direktno 
sintezo iz golih nanodelcev (kubičnih ali heksagonalnih; vzorci α-NaYF4(Yb,Tm)@AL 




NaYF4(Yb,Er)@AL,dir) iz sveže sintetiziranih heksagonalnih nanodelcev. Alendronska 
kislina v slednjem primeru zamenja oleinsko kislino na površini heksagonalnih nanodelcev 
zaradi večje afinitete do ionov redkih zemelj (slika 7).  
Direktna metoda sinteze prevlek 
V bučko smo zatehtali natrijev alendronat trihidrat glede na želeno nominalno površinsko 
gostoto, izraženo kot število molekul liganda na nm2 površine nanodelca (enačba 1):  
mL =  
𝑁𝐿 × 𝑀𝐿 × 4 × 𝜋 × 𝑟
2
𝑁𝐴
                          (enačba 1) 
mL = masa zatehte liganda, NL = nominalna gostota liganda na površini nanodelca, ML = molska 
masa liganda, r = povprečni ekvivalentni premer nanodelcev, NA = Avogadrova konstanta 
(6,022x1023 mol-1). 
Natrijev alendronat trihidrat smo raztopili v deionizirani vodi in preverili pH. Po potrebi smo 
ga uravnali na pH = 2 z 1 M raztopino HNO3. V tej raztopini smo dispergirali nanodelce s 
koncentracijo 0,5 mg/ml. Nastalo suspenzijo smo mešali pri izbrani temperaturi 2 h ali 24 h 
(preglednica III). Povišano sintezno temperaturo 80 °C smo vzdrževali z oljno kopeljo. Pri 
sintezi v ultrazvočni kopeli pa smo ohranili temperaturo pri  35 °C. Po koncu reakcije smo 
nastalo suspenzijo sprali z deionizirano vodo ob večkratnem centrifugiranju. Kubične 
nanodelce α-NaYF4(Yb,Tm)@AL smo centrifugirali 5 min pri 3016 rcf, heksagonalne β-
NaYF4(Yb,Er)@AL,dir pa 5 min pri 6462 rcf. S tem smo se znebili nezreagiranega liganda 
in HNO3, prevlečeni delci pa so se med centrifugiranjem posedli. V zadnjem koraku smo 
usedlino nanodelcev redispergirali v deionizirani vodi, po potrebi z uporabo vrtinčnega 


















in čas sinteze 
α-NaYF4@AL 10 direktna 
magnetno 
mešalo 
ST, 24 h 
α-NaYF4@AL 10 direktna  UZ kopel ≤ 35 °C, 2 h 
α-NaYF4(Yb,Tm)@AL 5 direktna UZ kopel ≤ 35 °C, 2 h 
α-NaYF4(Yb,Tm)@AL 
10 direktna UZ kopel ≤ 35 °C, 2 h 
α-NaYF4(Yb,Tm)@AL 
20 direktna UZ kopel ≤ 35 °C, 2 h 
α-NaYF4(Yb,Tm)@AL 10 direktna 
magnetno 
mešalo 




















80 °C, 2 h 
 
Metoda izmenjave ligandov 
V erlenmajerico smo zatehtali ustrezno količino natrijevega alendronata trihidrata (enačba 
1). Dodali smo mešanico deionizirane vode in cikloheksana v razmerju 3 : 1 in mešali, dokler 
se ni natrijev alendronat popolnoma raztopil. Nato smo uravnali pH na vrednost pH = 2 z 1 
M HNO3 in raztopini dodali vzorec predhodno sintetiziranih heksagonalnih nanodelcev, da 
smo dosegli reakcijsko koncentracijo 0,5 mg/ml. Spreminjali smo temperaturo in čas trajanja 
reakcije ter način mešanja (preglednica III). 
Po končani reakciji smo fazi iz reakcijske mešanice ločili v liju ločniku. Nanodelci so prešli 




oleinsko kislino. Odstranjena oleinska kislina je ostala v cikloheksanu. Vodno fazo smo nato 
še v več korakih spirali s centrifugiranjem 5 min pri 6462 rcf. V prvih dveh korakih smo za 
spiranje uporabili aceton, da smo odstranili vso morebitno preostalo oleinsko kislino in 
cikloheksan, nato smo suspenzijo trikrat sprali še z deionizirano vodo. Prevlečeni nanodelci 
so se ob centrifugiranju posedli (slika 8). V zadnjem koraku smo usedlini nanodelcev dodali 
vodo, jih redispergirali s pomočjo vrtinčnega mešalnika ali ultrazvočne kopeli ter jih shranili 
za nadaljnje poskuse. 
 
Slika 8: Posedeni nanodelci s prevleko alendronske kisline (α-NaYF4(Yb,Tm)@AL) po končanem 
centrifugiranju.  
Sinteza prevlek z EDTMP 
Prevleke z EDTMP smo sintetizirali po enakih postopkih kot z alendronsko kislino. Potrebne 
so bile drugačne zatehte EDTMP, kar smo izračunali z uporabo enačbe 1. Tudi tu smo v 
primeru golih nanodelcev v vodni fazi uporabili direktno metodo (α-
NaYF4(Yb,Tm)@EDTMP oziroma β-NaYF4(Yb,Er)@EDTMP,dir), pri lipofilnih 
nanodelcih v organski fazi pa metodo izmenjave liganda (β-NaYF4(Yb,Er)@EDTMP,LE). 





Preglednica IV: Pogoji sinteze prevleke z EDTMP na različnih nanodelcih. V vseh vzorcih je bila 
nominalna gostota 10 molekul EDTMP/nm2.  



















UZ kopel ≤ 35 °C, 2 h 
β-
NaYF4(Yb,Er)@EDTMP,dir 
direktna UZ kopel ≤ 35 °C, 2 h 
3.2.3 Analize vzorcev nanodelcev 
Gravimetrična analiza 
Koncentracijo nanodelcev v sintetiziranih vzorcih smo določali gravimetrično v dveh 
paralelah. Rezultat je bil povprečje vrednosti obeh paralel. 1 ml suspenzije vzorca smo 
odpipetirali v aluminijasto posodico in sušili pri temperaturi 60 °C (za vzorce v etanolu ali 
cikloheksanu) oziroma pri 80 °C (za vzorce v vodi), dokler ni topilo popolnoma izhlapelo. 
Masno koncentracijo delcev smo izračunali z enačbo 2: 





cvzorec = masna koncentracija nanodelcev v vzorcu, m = masa, V = volumen suspenzije 
Presevna elektronska mikroskopija  
Za natančno določitev velikosti nanodelcev in analizo morfologije smo uporabili metodo 
presevne elektronske mikroskopije (angl. Transmission Electron Microscopy – TEM). V 
nasprotju z optičnimi mikroskopi nam uporaba presevnega elektronskega mikroskopa 




nanodelcev, manjših od valovne dolžine svetlobe. Pri tem snov interagira z elektroni na 
različne načine, kar izkoriščamo pri analizi morfologije, kristalne strukture in kemijske 
sestave opazovane snovi na nano nivoju.  
 
Slika 9: Presevni elektronski mikroskop Jeol 2100, uporabljen pri eksperimentalnem delu. 
Kapljico razredčene suspenzije nanodelcev smo nanesli na bakreno nosilno mrežico z 
amorfno ogljikovo prevleko. Tako pripravljen vzorec smo posušili pri sobni temperaturi in 
mikroskopirali pod presevnim elektronskim mikroskopom JEOL 2100 (slika 9) pri 
vzbujevalni napetosti 200 kV. Kristalno strukturo nanodelcev smo določali s pomočjo 
elektronske difrakcije. Z računalniškim programom Digital Micrograph smo določili 
povprečen ekvivalentni premer nanodelcev in porazdelitev velikosti. Povprečni ekvivalentni 
premer je program izračunal na podlagi površine nanodelca, ob predpostavki, da je ta okrogle 
oblike. Grafe porazdelitve velikosti smo narisali v programu Origin. 
Optične lastnosti 
Kot enega ključnih parametrov za uporabnost proučevanih nanodelcev v diagnostične 
namene smo analizirali tudi njihove optične lastnosti. Z meritvijo fluorescenčnih spektrov 
smo preverjali vgradnjo dopantov v kristalno matrico nanodelcev. Med sabo smo primerjali 
gole in prevlečene dopirane nanodelce ter opazovali morebiten vpliv prevleke na intenziteto 
fluorescence. Želeli smo proučiti, ali z željo po izboljšanju biokompatibilnosti nanodelcev 




Vzorec nanodelcev z znano koncentracijo v vodi oziroma cikloheksanu smo prenesli v 
kvarčno kiveto. Optične meritve vzorcev smo izvedli pri sobni temperaturi na 
spektrofluorometru QuantaMaster 8000, opremljenim s fotopomnoževalnikom Hamamatsu 
R2658. Pri merjenju smo uporabili emisijsko mrežico z gradacijo 1200 gr/mm ter širino 
odprtine 2 nm. Dobljene fluorescenčne spektre smo normirali glede na izhodno 
koncentracijo vzorca, tako da so bili končni rezultati med seboj primerljivi.  
Zeta potencial 
Z meritvami elektroforetske mobilnosti nabitih nanodelcev v koloidni suspenziji smo lahko 
ocenili njihov zeta potencial. Iz odvisnosti zeta potenciala od pH suspenzije smo lahko 
posredno sklepali na morebitne spremembe površinskega naboja in s tem o uspešnosti 
vezave molekul ligandov. Hkrati smo pridobili informacijo o možni koloidni stabilnosti 
takšnega sistema pri fiziološkem pH.  
Nabita površina delca v polarnem topilu privlači ione z nasprotnim nabojem, ki tvorijo t. i. 
Sternovo plast. Nasprotni ioni pa privlačijo ione iz raztopine z enakim predznakom naboja 
(t.i. so-ioni), kot ga ima površina delca. Nasprotni ioni in so-ioni med Sternovo plastjo in 
strižno ravnino tvorijo električni dvosloj (slika 10). Koncentracija ionov na razdalji, daljši 
od debeline dvosloja, je enaka njihovi povprečni koncentraciji v raztopini. Ioni v dvosloju 
se skupaj z delcem v električnem polju gibljejo proti nasprotno nabiti elektrodi s hitrostjo, 
ki je sorazmerna z velikostjo potenciala na strižni ravnini – zeta potenciala (ζ-potencial). 
Visoka absolutna vrednost zeta potenciala predstavlja visoko gostoto površinskega naboja, 
kar pomeni močan elektrostatski odboj delcev in pričakovano koloidno stabilnost takšnega 





Slika 10: Shematski prikaz elektrostatskega dvosloja na površini delca. Elektrokinetični potencial 
se zmanjšuje z oddaljevanjem od površine delca. Prirejeno po (57). 
Zeta potencial smo vedno določali nanodelcem v vodni fazi. Vzorce smo z deionizirano vodo 
razredčili do koncentracije 0,1 mg/ml. Kislost oziroma bazičnost suspenzije smo uravnavali 
z dodajanjem 0,1 M in 0,01 M HCl oziroma NaOH, ob konstantnem mešanju na magnetnem 
mešalu pri sobni temperaturi. Vrednosti pH smo spremljali s pH metrom. Zeta potencial 
nanodelcev smo pomerili z aparaturo ZetaPALS Zeta Potential Analyzer na območju med 
pH 2–11, z vmesnimi intervali pH 1–1,5. Pri vsaki smo izvedli 10 meritev v 10 ciklih ter 
zabeležili povprečno vrednost izmerjenega zeta potenciala in standardno napako. Pri 
vrednosti pH, kjer je bil izmerjen zeta potencial enak nič, smo definirali izoelektrično točko. 
Ta je odvisna od vrste nabitih površinskih zvrsti. 
Kaiserjev test 
Kaiserjev test smo uporabili za kvalitativno preverjanje vezave molekul alendronske kisline 
na površino nanodelcev. Predpostavili smo namreč, da se bo le-ta na nanodelce vezala s 
fosfonskima skupinama, nevezano primarno aminsko skupino pa bi lahko zaznali s tem 
testom.  
Kaiserjev test uporabljamo za kvalitativno in kvantitativno določanje primarnih aminov. 
Temelji na reakciji ninhidrina s primarnimi amini (slika 11), produkt se obarva značilno 





Slika 11: Shema reakcije dokazovanja primarnih aminov z ninhidrinom. 
Za izvedbo Kaiserjevega testa smo uporabili Kaiser Test Kit®, ki vsebuje tri različne 
reagente: raztopino fenola (80 g fenola v 20 ml etanola), raztopino kalijevega cianida (2 ml 
1 mM KCN v H2O v 98 ml piridina) in raztopino ninhidrina (1 g ninhidrina v 20 ml etanola). 
Pri eksperimentalnem delu smo upoštevali navodila proizvajalca. 
Na analitski tehtnici smo zatehtali približno natančno 1 mg posušenega vzorca nanodelcev s 
prevleko alendronske kisline. Vzporedno smo v petmililitrski viali pripravljali slepo 
raztopino z vsemi navedenimi reagenti, le brez vzorca nanodelcev. Nanodelce smo prenesli 
v plastično centrifugirko, dodali 75 µl raztopine fenola in 100 µl raztopine kalijevega 
cianida. Suspenzijo smo sonicirali v ultrazvočni kopeli 15 min, nato smo dodali še 75 µl 
raztopine ninhidrina. Po segrevanju v sušilniku 10 min pri 120 °C smo dodali še 2,75 ml 60 
% etanola. V centrifugirki z vzorcem nanodelcev smo opazili temno modro oz. vijolično 
obarvanje, intenziteta obarvanja pa je bila sorazmerna s koncentracijo aminskih skupin v 
vzorcu. Slepa raztopina je ostala rumene barve. Vzorce smo centrifugirali 10 min pri 3016 
rcf in supernatantom pomerili absorbanco na UV-VIS spektrofotometru. Izmerjeno 
absorbanco smo normirali glede na koncentracijo izhodnega vzorca. 
Testi raztapljanja 
Na podlagi testov raztapljanja nanodelcev smo vrednotili uspešnost zaščitnih prevlek pri 
zmanjševanju stopnje raztapljanja. Odločili smo se za raztapljanje v fosfatnem pufru (angl. 
Phosphate Buffer Saline – PBS) in mediju za gojenje celic Dulbecco's Modified Eagle 
Medium (DMEM) z visoko vsebnostjo glukoze. PBS se je do zdaj zaradi visoke vsebnosti 
fosfatov izkazal za najbolj agresiven medij z vidika raztapljanja (16, 25, 58). Ker so fosfati 
v različnih koncentracijah prisotni tudi v človeškem telesu, je še toliko bolj pomembno, da 
proučimo njihov vpliv na kinetiko raztapljanja nanodelcev. Medij DMEM smo pozneje 
uporabljali za gojenje celične linije EA.hy926 in testiranje celične viabilnosti. S 




saj bi lahko raztapljanje vplivalo na rezultate študij biokompatibilnosti. Da bi se čim bolj 
približali fiziološkim pogojem, smo raztapljanje izvajali pri 37 °C. 
Izhodno raztopino PBS-10x smo pred uporabo desetkratno razredčili, da smo dobili 
izotonično raztopino, ki simulira dejansko okolje v telesu. Ločeno smo pripravili medij za 
gojenje celic DMEM z dodatki, opisanimi v poglavju 3.1.1 Reagenti in topila. Ker smo želeli 
proučiti tudi vpliv dodatkov na obseg raztapljanja nanodelcev, smo v eni paraleli preizkusili 
tudi raztapljanje v DMEM brez dodanega seruma in antibiotikov. 
V plastičnih 50-mililitrskih centrifugirkah smo pripravili po tri paralele suspenzij vzorca 
nanodelcev s koncentracijo 0,1 mg/ml za posamezen medij. Tako pripravljene vzorce smo 
termostatirali v vodni kopeli 72 h pri 37 °C. Vzorce smo nato centrifugirali 5 min na 3016 
rcf, supernatante odpipetirali in jih ultrafiltrirali skozi filter velikosti 30 kDa v celici za 
ultrafiltracijo (slika 12). S tem smo odstranili morebitne neposedene nanodelce v 
supernatantu. Frakcije raztopljenih fluoridnih ionov v ultrafiltrirani raztopini smo določili 
potenciometrično z aparaturo Orion 960 Autochemistry System s kombinirano ionsko 
selektivno elektrodo Orion 96-09. Pri raztapljanju nanodelcev se iz kristalne matrice 
sprostijo fluoridni ioni, zato lahko iz koncentracije fluoridnih ionov v ultrafiltratu sklepamo 
na stopnjo in hitrost raztapljanja nanodelcev v izbranem mediju. 
 
Slika 12: Postopek ultrafiltracije vzorca nanodelcev v DMEM. Vzorec zaradi povečanega tlaka iz 
celice za ultrafiltriranje ob konstantnem mešanju prehaja prek membranskega filtra v zbirno 




3.2.4 Testi celične viabilnosti 
Gojenje celic 
Celično linijo humanega endotelija EA.hy926 smo najprej gojili v prisotnosti karbogena (10 
% CO2, 90 % O2) v posodici za gojenje celičnih kultur v mediju DMEM z dodatkom 
antibiotikov (1 % raztopine penicilina in streptomicina), 10 % FBS-a in 1 mM L-glutamina. 
Tam so se celice delile do konfluence (90–100 %). Nato smo jih z uporabo tripsina odlepili 
od podlage in prešteli s pomočjo avtomatskega števca celic Countess II. Celice smo nato 
previdno prenesli v mikrotitrske ploščice s 96 vdolbinicami, z gostoto nasaditve 10.000 celic 
na posamezno luknjico. Dodali smo jim še 100 µl rastnega medija DMEM. Inkubirali smo 
jih 24 h pri 37 °C in v atmosferi karbogena (10 % CO2, 90 % O2) v celičnem inkubatorju 
Innova CO-170. Pripravili smo redčitve izbranih vzorcev nanodelcev v DMEM, da smo 
dosegli naslednje testne koncentracije: 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml ter 0,5 mg/ml. Z deionizirano 
vodo smo razredčili tudi DMEM pri kontrolah (brez nanodelcev) z enakimi volumni kot v 
testnih skupinah, saj so bili nanodelci shranjeni v vodni suspenziji. V vsako luknjico s 
celicami smo odpipetirali po 100 µl tako pripravljenega vzorca (slika 13). 
Testirali smo po štiri paralele vzorca vsake koncentracije. Kontrolne skupine so bile 
naslednje: 
1. Kontrola (celice brez vzorca nanodelcev): celice EA.hy926, 100 µl DMEM oziroma 
DMEM + deionizirana voda (prilagojeno glede na osnovno redčitev vzorca); po 
končani inkubaciji dodan resazurin (glej podpoglavje Kvantitativna ocena celične 
viabilnosti). Na sliki 13 je označena kot »kontrola 1«. 
2. Kontrola ozadja (brez celic): 100 µl DMEM; po končani inkubaciji dodan resazurin. 
Na sliki 13 je označena kot »kontrola 2«. 
Celice so bile nanodelcem izpostavljene različno dolgo: 15 min, 24 h in 48 h. S tem smo 






Slika 13: Priprava mikrotitrske ploščice za posamezni vzorec nanodelcev pri različno dolgih 
obdobjih tretiranja (15 min, 24 h, 48 h); c = koncentracija nanodelcev v vzorcu [mg/ml]; kontrola 
1 = celice EA.hy926 + DMEM + resazurin (+ voda); kontrola 2 = DMEM + resazurin. 
Vizualni pregled celic pod svetlobnim mikroskopom 
Po nasaditvi celične linije EA.hy926 na mikrotitrsko ploščico, pred aplikacijo vzorca ter po 
končani inkubaciji smo izvedli vizualni pregled celic pod svetlobnim mikroskopom. S tem 
smo ocenili morfološko pravilnost celic, primerjali gostoto celic oziroma konfluentnost in 
ocenili, ali imajo vse luknjice primerljivo število celic. V primeru večjih odstopanj smo tako 




Kvantitativna ocena celične viabilnosti 
Celično viabilnost po končanem tretiranju z nanodelci smo izmerili fluorometrično z 
dodatkom barvila resazurin. To metodo smo izbrali, ker zagotavlja večjo občutljivost v 
primerjavi z drugimi standardnimi metodami, npr. kolorimetrično z uporabo tetrazolijevih 
barvil (MTT/XTT). Za določanje odstotka viabilnih celic smo analizirali fluorescenčni 
spekter, saj ta v nasprotju z absorpcijskim omogoča ločitev oksidirane in reducirane oblike 
barvila (46), (59).  
Po končanem inkubiranju celic z vzorcem nanodelcev smo le-tega odstranili in v vsako 
luknjico dodali 10-% resazurin, raztopljen v DMEM. Mikrotitrsko ploščico smo znova 
inkubirali 2 h pri 37 °C, da je potekla reakcija z barvilom v presnovno aktivnih celicah. V 
prisotnosti NADH oziroma NADPH dehidrogenaze v mitohondrijih se modro obarvani 
resazurin ireverzibilno reducira v resorufin, ki je rožnate barve in izraža intenzivno 
fluorescenco (slika 14). 
 
Slika 14: Shema ireverzibilne reakcije redukcije resazurina v resorufin v metabolno aktivnih 
celicah ob prisotnosti NADH oziroma NADPH. Ob nadaljnji redukciji poteče reverzibilna reakcija 
do dihidroresorufina, ki je brezbarven in ne fluorescira. 
Celice na mikrotitrski ploščici smo nato fluorometrično analizirali z večfunkcijskim čitalcem 
mikrotitrskih ploščic Synergy HT Microplate Reader. Za ekscitacijo smo uporabili svetlobo 
valovne dolžine 530–560 nm, emisijo pa smo spremljali pri 590 nm (vrh fluorescenčnega 
spektra resorufina). Glede na intenziteto fluorescence smo kvantitativno določili delež 
viabilnih celic. Dobljene podatke fluorometrične analize smo izvozili v program Microsoft 
Excel, kjer smo za vsako meritev izračunali odstotek celične viabilnosti. Viabilnost smo 




 celična viabilnost [%] = 
𝐹𝐼590 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑒𝑐
𝐹𝐼590 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑎 
 𝑥 100      (enačba 3) 
FI590 vzorec = izmerjena intenziteta fluorescence pri 590 nm v vzorcu celic, tretiranih z nanodelci; 
FI590 kontrola = izmerjena intenziteta fluorescence pri 590 nm za kontrolno skupino celic. 
Statistična analiza 
V zaključku nas je zanimalo, ali se celična viabilnost celic, tretiranih z znano koncentracijo 
vzorca nanodelcev v določenem časovnem obdobju, značilno razlikuje od kontrolne skupine, 
ki nanodelcem ni bila izpostavljena. Ugotavljali smo, ali obstajajo razlike v viabilnosti med 
celicami, tretiranimi z golimi in s prevlečenimi nanodelci. Izračunane odstotke celične 
viabilnosti smo prenesli v program GraphPad Prism 8.3.0, kjer smo izvedli statistične 
analize. Naredili smo test enosmerne analize variance (ANOVA) z Bonferronijevim post-
hoc testom, pri katerem smo primerjali vse eksperimentalne skupine med seboj. Proučili smo 
vpliv časovne in koncentracijske izpostavitve nanodelcem na odstotek celične viabilnosti. 







4.1 Karakterizacija sintetiziranih nanodelcev 
Nanodelce smo podrobno analizirali takoj po sintezi osnovnih nanodelcev ter po sintezi 
prevlek. Že majhne razlike v njihovih fizikalno-kemijskih lastnostih namreč lahko vplivajo 
na rezultate študij celične viabilnosti. Brez temeljitega poznavanja in razumevanja lastnosti 
nanodelcev ne moremo opredeliti toksičnih lastnosti. Dodaten izziv predstavljata 
variabilnost med šaržami in slaba ponovljivost sintez, zaradi česar je vsakič potrebna 
karakterizacija. 
4.1.1 Izhodni nanodelci 
S presevnim elektronskim mikroskopom smo analizirali morfologijo, velikost in kristalno 
strukturo sintetiziranih izhodnih nanodelcev. Vsi nanodelci so bili približno sferične oblike, 
ne glede na postopek sinteze. Nanodelci β-NaYF4(Yb,Er), sintetizirani z metodo 
visokotemperaturnega preobarjanja, so bili bolj homogene velikosti in so bili v povprečju 
manjši od nanodelcev α-NaYF4(Yb,Tm), sintetiziranih s solvotermalno sintezo (slika 15). 
  
Slika 15: Posnetka TEM sintetiziranih nanodelcev: nanodelci α-NaYF4(Yb,Tm), sintetizirani s 
postopkom solvotermalne sinteze (a) in nanodelci β-NaYF4(Yb,Er), sintetizirani z metodo 
visokotemperaturnega preobarjanja (b). V zgornjih desnih kotih sta pripadajoča posnetka 
elektronske difrakcije prikazanih površin za vsak vzorec, indeksirana v skladu s prostorskima 





Z elektronsko difrakcijo, ki je značilna za posamezno kristalno strukturo (slika 15), smo 
potrdili, da imajo nanodelci, sintetizirani s solvotermalno sintezo kubično strukturo (α-
NaYF4), z metodo visokotemperaturnega preobarjanja pa smo dobili nanodelce 
heksagonalne kristalne strukture (β-NaYF4). 
Iz posnetkov TEM smo s pomočjo računalniškega programa Digital Micrograph izračunali 
njihov povprečen ekvivalentni premer in porazdelitev velikosti. Ti so zbrani v preglednici 
V, iz katere je razvidno, da so heksagonalni nanodelci β-NaYF4(Yb,Er) v povprečju manjši 
od kubičnih α-NaYF4(Yb,Tm). Največji so kubični nedopirani nanodelci (α-NaYF4). 
Povprečna velikost nanodelcev se nekoliko razlikuje med posameznimi šaržami.  
Preglednica V: Povprečni ekvivalentni premer sintetiziranih nanodelcev 
Ime vzorca 
Povprečni ekvivalentni premer 
nanodelcev [nm] 
α-NaYF4 40 ± 7 
α-NaYF4(Yb,Tm) 34 ± 6 
β-NaYF4(Yb,Er), šarža 1 22 ± 1 
β-NaYF4(Yb,Er), šarža 2 25 ± 1 
 
Grafi porazdelitve velikosti za posamezne vzorce nanodelcev so predstavljeni na sliki 16. 
Opazimo lahko, da imajo nedopirani kubični nanodelci α-NaYF4 širšo porazdelitev velikosti 
kot dopirani α-NaYF4(Yb,Tm), kljub temu pa je ta pri obeh relativno široka. Velikosti 
nanodelcev se namreč gibljejo med 20–55 nm. Po drugi strani pa je porazdelitev velikosti 
heksagonalnih nanodelcev β-NaYF4(Yb,Er) precej ožja – 22–29 nm. Poleg tega, da kubični 
nanodelci niso termodinamsko stabilni, je enega izmed glavnih izzivov pri nadaljnjem 
načrtovanju eksperimentov in analizi rezultatov predstavljala prav njihova široka 
porazdelitev velikosti. Zaradi tega bi bila ob morebitni uporabi kubičnih nanodelcev v 









Slika 16: Porazdelitev velikosti (ekvivalentni premer) nanodelcev: (a) α-NaYF4 , (b) α-
NaYF4(Yb,Tm), (c) β-NaYF4(Yb,Er). 
Pri vseh meritvah spektra UC fluorescence vzorcev nanodelcev, dispergiranih v vodi, smo 
lahko potrdili uspešno vgradnjo dopantov (Yb3+ in Tm3+ ali Er3+) v kubično oziroma 
heksagonalno kristalno strukturo NaYF4. Slika 17 predstavlja spekter UC fluorescence za 
kubične nanodelce, dopirane s Tm3+ (α-NaYF4(Yb,Tm)). Izrazit emisijski vrh, značilen za 







Slika 17: Spekter UC fluorescence suspenzije kubičnih nanodelcev α-NaYF4(Yb,Tm) v vodi. 
Na spektru UC fluorescence vzorcev heksagonalnih nanodelcev β-NaYF4(Yb,Er), 
prikazanem na sliki 18, opazimo za Er3+ značilno emisijo pri valovni dolžini med 515–555 
nm, z jasnim vrhom pri 540 nm (emisija zelene svetlobe) in pri valovni dolžini med 645–
670 nm (emisija rdeče svetlobe). 
 
Slika 18: Spekter UC fluorescence suspenzije heksagonalnih nanodelcev β-NaYF4(Yb,Er) v vodi. 
4.1.2 Nanodelci z zaščitnimi prevlekami 
Enakomernost prevlek po površini nanodelcev smo ugotavljali z metodo TEM. Prav tako 






























































Slednje bi lahko imelo vpliv na rezultate testov raztapljanja in celične viabilnosti, lahko pa 
bi predstavljalo tudi nevarnost ob aplikaciji v živ organizem. Ugotovili smo, da s stresanjem 
na ultrazvočni kopeli in ob primerno nizki koncentraciji nanodelcev (0,5 mg/ml) med sintezo 
lahko sintetiziramo ločene nanodelce, prevlečene z amorfno prevleko. To smo potrdili s 
TEM, kjer smo opazili tanko amorfno plast zaščitne prevleke alendronske kisline oziroma 
EDTMP na površini nanodelcev (slika 19). Glede na to, da so prevleke precej debelejše 
(okoli 1–2 nm), kot sta veliki molekuli alendronske kisline in EDTMP, lahko sklepamo, da 
se molekule na površini nanodelcev naložijo v več plasteh. Pojav ni bil odvisen od tipa 
nanodelcev ali sinteznih parametrov. 
  
Slika 19: Posnetka TEM nanodelcev s prevleko EDTMP: α-NaYF4(Yb,Tm)@EDTMP (a) in β-
NaYF4(Yb,Er)@EDTMP (b). S puščicami je označena tanka amorfna plast na površini delca. 
Posebno pozornost moramo tako nameniti optimizaciji debeline prevleke. Zagotoviti 
moramo, da se tvori enakomerno po celotni površini nanodelcev, z ustrezno gostoto, ki 
zagotavlja stabilizacijo in zaščito pred raztapljanjem. Hkrati pa moramo poskrbeti, da ne 
pride do zlepljanja nanodelcev zaradi presežne količine liganda. Zlepljanje nanodelcev smo 
v eksperimentih uspešno omejili s stresanjem vzorcev v ultrazvočni kopeli. 
Po primerjavi spektrov UC fluorescence izhodnih nanodelcev in nanodelcev s prevlekami 
smo opazili, da vrhovi, značilni za posamezen dopant (Tm3+ ali Er3+), ostanejo jasno vidni 
tudi po sintezi prevleke (slika 20). Spektri so bili posneti pod enakimi pogoji in z enakimi 
nastavitvami naprave, intenziteto fluorescence pa smo normirali glede na koncentracijo 
nanodelcev v vzorcu, tako da so spektri med seboj primerljivi. Prevleki alendronske kisline 
in EDTMP na nanodelcih s heksagonalno kristalno strukturo, sintetizirani z metodo 





zmanjšali intenziteto fluorescence. Prevleka EDTMP je bila pri ohranjanju optičnih lastnosti 
bolj uspešna, kar je pomembno za potencialno uporabo takšnih nanodelcev v medicinski 
diagnostiki. 
 
Slika 20: Primerjava spektrov UC fluorescence suspenzij izhodnih heksagonalnih nanodelcev β-
NaYF4(Yb,Er) ter heksagonalnih nanodelcev s prevlekami β-NaYF4(Yb,Er)@AL,LE in β-
NaYF4(Yb,Er)@EDTMP,LE v vodi. 
Z elektrokinetičnimi meritvami zeta potenciala smo ovrednotili površinski naboj 
nanodelcev. Na ta način smo lahko sklepali, s katerimi funkcionalnimi skupinami so se 
molekule prevleke (AL/EDTMP) vezale na nanodelec. Glede na izoelektrično točko in na 
zeta potencial pri fiziološkem pH (pH = 7,4) smo lahko predvidevali, ali bi in vivo prišlo do 
aglomeracije nanodelcev.  
Na površini heksagonalnih nanodelcev smo sintetizirali dva različna tipa fosfonskih prevlek: 
z alendronsko kislino in z EDTMP. Na sliki 21 so predstavljene meritve zeta potenciala v 
odvisnosti od pH v vodnih suspenzijah za izhodne nanodelce ter za oba tipa prevlek, 
sintetiziranih z metodo LE pod enakimi pogoji, torej 2 h na UZ kopeli pri ≤ 35 °C, z 
nominalno gostoto 10 molekul/nm2. Pri izhodnih golih nanodelcih β-NaYF4(Yb,Er) je bil 
zeta potencial pozitiven v kislem območju pH (pH 2–7) in negativen v bazičnem (pH 8–12) 
z izoelektrično točko v območju nevtralnega pH (pH 7–8). Pri prevleki iz alendronske kisline 
(β-NaYF4(Yb,Er)@AL,LE) smo pričakovali premik v bazično območje pH, zaradi 
nevezanih aminskih skupin na površini nanodelcev, ki bi zagotavljale pozitiven naboj. 































zeta potenciala v primerjavi z izhodnimi nanodelci. Pri vzorcu nanodelcev, prevlečenih z 
EDTMP (β-NaYF4(Yb,Er)@EDTMP,LE) pa po pričakovanjih opazimo premik 
izoelektrične točke močno v kislo območje, k vrednostim pH okoli 3. To lahko pripišemo 
negativnim nevezanim fosfonskim skupinam molekule EDTMP na površini nanodelca. 
Potrditev prisotnosti nevezanih fosfatnih skupin omogoča nadaljnjo funkcionalizacijo 
nanodelcev, kar odpira številne nove možnosti uporabe v medicini. Prevleka EDTMP pri 
fiziološkem pH doseže velike absolutne vrednosti zeta potenciala, kar kaže na dobro 
elektrostatsko stabilizacijo takšne koloidne raztopine.  
 
Slika 21: Odvisnosti zeta potenciala od pH vodne suspenzije heksagonalnih nanodelcev, in sicer 
izhodnih (β-NaYF4(Yb,Er)) ter s prevlekama alendronske kisline (β-NaYF4(Yb,Er)@AL,LE) 
oziroma EDTMP (β-NaYF4(Yb,Er)@EDTMP,LE). Točke meritev izhodnih nanodelcev so povezane 
izključno zaradi bolj jasne ponazoritve na grafu (zelena linija). 
Nadaljnje smo primerjali vplive različnih nominalnih gostot alendronske kisline na površini 
nanodelca na zeta potencial (slika 22). Eksperimentalne prevleke smo sintetizirali na 
kubičnih dopiranih nanodelcih α-NaYF4(Yb,Tm) z nominalnimi gostotami 5, 10 oziroma 20 
molekul/nm2 površine nanodelca. Nominalna gostota prevleke na zeta potencial nima 
večjega vpliva, kar se ujema s predhodno predpostavko o nastanku večplastne prevleke. 
Poleg tega so nominalne gostote, predvsem 20 molekul/nm2, v prebitku glede na predvideno 
gostoto površinskih ionov redkih zemelj, na katere se lahko vežejo ligandi. Zato smo se v 

































Slika 22: Odvisnosti zeta potenciala od pH vodne suspenzije kubičnih nanodelcev α-NaYF4(Yb,Tm) 
prevlečenih z alendronsko kislino z različno nominalno gostoto prevleke. Vsi vzorci so bili 
sintetizirani pod enakimi pogoji, 2 h pri ≤ 35 °C na ultrazvočni kopeli. 
Za konec smo med sabo primerjali še dva postopka sinteze prevleke alendronske kisline na 
heksagonalne nanodelce: direktno metodo in metodo izmenjave ligandov (slika 23). 
Opazimo lahko, da je izoelektrična točka v obeh primerih pri vrednosti pH okoli 7 in da se 
njena vrednost ne razlikuje bistveno od izoelektrične točke izhodnih nanodelcev. V bližini 
izoelektrične točke (0 mV) opazimo nihanje vrednosti zeta potenciala. Meritve so v tem 
območju zaradi majhne elektroforetske hitrosti delcev nezanesljive.  
 
Slika 23: Odvisnost zeta potenciala od pH vodne suspenzije heksagonalnih nanodelcev, in sicer 
izhodnih β-NaYF4(Yb,Er) ter s prevlekama alendronske kisline, sintetiziranih z direktno metodo (β-
NaYF4(Yb,Er)@AL,dir) oziroma z metodo izmenjave ligandov (β-NaYF4(Yb,Er)@AL,LE). 
Nominalna gostota liganda je 10 molekul/nm2 površine nanodelca. Točke meritev izhodnih 


























































Ker smo samo na podlagi meritev zeta potenciala koloidnih raztopin nanodelcev težko 
dokončno sklepali na dogajanje na površini nanodelcev po sintezi prevlek iz alendronske 
kisline, smo izvedli še Kaiserjev test dokazovanja primarnih aminov. Ugotovili smo, da se 
je pri sintezi prevleke alendronske kisline ta v vseh primerih vezala na površino nanodelcev. 
Na podlagi modrovijoličnega obarvanja suspenzij po dodatku ninhidrina smo ugotovili, da 
se na površini nanodelcev nahajajo proste aminske skupine (slika 24). Iz tega lahko 
sklepamo, da se je alendronska kislina vezala na površino nanodelcev preko fosfonskih 
skupin. Različno intenziteto vijolične barve smo lahko pripisali različni koncentraciji 
primarnih aminov na površini nanodelcev.  
 
Slika 24: Fotografije vodnih suspenzij nanodelcev α-NaYF4(Yb,Tm)@AL, sintetiziranih pod 
različnimi pogoji z različnimi nominalnimi gostotami alendronske kisline (označeno) v primerjavi s 
slepo raztopino brez nanodelcev. 
Vzorcem smo nato še izmerili absorbanco pri 570 nm, jo normirali glede na koncentracijo 
izhodnega vzorca ter kvalitativno opredelili koncentracijo primarnih aminov v vzorcu 
(preglednica VI). Absorbanca je bila največja pri vzorcih, pri katerih je sinteza prevleke 
potekala pri povišani temperaturi (80 °C) ob mešanju z magnetnim mešalom na oljni kopeli, 





Preglednica VI: Normirane absorbance pri 570 nm po dodatku ninhidrina za posamezne vzorce. 
ST: sobna temperatura 
Ime vzorca Parametri sinteze 
Nominalna 
površinska 































2 h, 80 °C 
10 0,639 
 
Pri prevleki alendronske kisline prisotnost primarnih aminov na površini nanodelcev 
omogoča načrtovanje nadaljnje funkcionalizacije površine. Nanje bi lahko vezali različna 
barvila, protitelesa in druge biološke molekule ter tako zagotovili široko uporabnost 
takšnega materiala v biomedicini. 
4.1.3 Raztapljanje nanodelcev 
Testi raztapljanja so bili eden od dveh pomembnejših eksperimentalnih sklopov v okviru 
tega magistrskega dela.  
Najprej smo izvedli primerjalni eksperiment raztapljanja nanodelcev v medijih DMEM z 
dodanimi 10 % FBS-a, 1 % raztopine penicilina in streptomicina in 1 mM L-glutaminom ter 
v DMEM brez navedenih dodatkov. Raztapljanje smo ovrednotili prek izmerjene 




Test smo izvedli z istim vzorcem nanodelcev, α-NaYF4(Yb,Tm), pri enakih pogojih. 
Rezultati so pokazali, da sestava seruma nima bistvenega vpliva na stopnjo raztapljanja 
nanodelcev (preglednica VII). Na podlagi teh ugotovitev smo za vse nadaljnje poskuse na 
celični liniji uporabljali medij DMEM z dodanim FBS, antibiotiki in L-glutaminom, kar 
zagotavlja optimalne pogoje za gojenje celic. V nadaljevanju je DMEM z dodatki 
poimenovan kot DMEM. 
Preglednica VII: Koncentracija raztopljenega fluorida, y(F-), po 72-urnem raztapljanju 0,1 mg/ml 
vodne suspenzije nanodelcev α-NaYF4(Yb,Tm) pri 37 °C. 
 
Vse naslednje teste raztapljanja nanodelcev smo izvedli v PBS, nekatere pa tudi v DMEM. 
Pogoji raztapljanja so bili za vse vzorce enaki, in sicer 72 h pri 37 °C, ob koncentraciji 
nanodelcev 0,1 mg/ml. V preglednici VIII so zbrani rezultati testov raztapljanja nanodelcev 
s kubično kristalno strukturo. 
Preglednica VIII: Koncentracija raztopljenega fluorida, y(F-), v PBS oziroma DMEM po 72-
urnem raztapljanju vzorcev kubičnih nanodelcev α-NaYF4(Yb,Tm), s koncentracijo 0,1 mg/ml pri 
37 °C. Nominalna gostota ligandov je bila 10 molekul/nm2. 
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Rezultati raztapljanja kubičnih nanodelcev α-NaYF4(Yb,Tm) so pokazali, da je raztapljanje 
v PBS znatno večje kot v DMEM. Opazimo lahko, da je v primerjavi z izhodnimi kubičnimi 
nanodelci α-NaYF4(Yb,Tm) večini prevlek, sintetiziranih z različnimi sinteznimi postopki, 
uspelo zmanjšati raztapljanje nanodelcev v PBS. Najbolj učinkovita pri tem je bila prevleka 
EDTMP, pri kateri je bil delež raztapljanja v PBS primerljiv z golimi delci v DMEM. 
Prevleka alendronske kisline je bila manj učinkovita. Ko je bila sintetizirana pri povišani 
temperaturi (≤ 35 °C oziroma 80 °C), je raztapljanje v primerjavi z golimi nanodelci 
zmanjšala približno za polovico, sintetizirana pri sobni temperaturi pa ni imela vpliva na 
zmanjšanje raztapljanja. 
Tudi pri heksagonalnih nanodelcih opazimo, da večina zaščitnih prevlek zmanjša 
raztapljanje nanodelcev v PBS (preglednica IX). Prevleka alendronske kisline se je izkazala 
za bolj učinkovito, saj stopnjo raztapljanja v primerjavi z nanodelci brez prevleke prepolovi. 
Opazimo lahko, da se je tako pri alendronski kislini kot pri EDTMP za bolj učinkovito 
izkazala sinteza z direktno metodo. Prav tako pa vidimo, da je raztapljanje v mediju DMEM 
minimalno, ne glede na prisotnost zaščitne prevleke. 
Preglednica IX: Koncentracija raztopljenega fluorida, y(F-), v PBS oziroma DMEM po 72-urnem 
raztapljanju vzorcev heksagonalnih nanodelcev β-NaYF4(Yb,Er), s koncentracijo 0,1 mg/ml pri 37 
°C v vodni kopeli. Nominalna gostota ligandov je bila 10 molekul/nm2.  
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Na podlagi rezultatov, zbranih v preglednicah VIII in IX, smo lahko zaključili, da je medij 
DMEM bistveno manj agresiven z vidika raztapljanja kot PBS. Glede na minimalno 
raztapljanje v celičnem mediju DMEM smo v nadaljevanju izvedli testiranja na celični liniji 
humanega endotelija za vse reprezentativne vzorce nanodelcev. 
4.3 Testi celične viabilnosti 
Eksperimente vpliva nanodelcev na viabilnost celic humanega endotelija EA.hy926 smo 
izvedli na vseh tipih sintetiziranih nanodelcev – kubičnih oziroma heksagonalnih, z 
zaščitnimi prevlekami alendronske kisline oziroma EDTMP, sintetiziranimi po različnih 
sinteznih postopkih. Proučevani vzorci skupaj s sinteznimi parametri so zbrani v preglednici 
X. 
Preglednica X: Pregled vzorcev nanodelcev in njihovih sinteznih parametrov, ki smo jih 
testirali na celični liniji humanega endotelija EA.hy926 
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V nadaljevanju so predstavljeni rezultati testiranj celične viabilnosti po opravljenih meritvah 




vrednosti kontrole ozadja (DMEM + resazurin brez celic). Vse rezultate celične viabilnosti 
po izpostavitvi nanodelcem smo primerjali s kontrolno skupino, kjer smo celicam EA.hy926 
dodali DMEM in resazurin. Prav tako smo primerjali med seboj osnovne nanodelce in 
nanodelce s prevleko, kot je prikazano v preglednici X. Vse skupine nanodelcev smo 
primerjali glede na kontrolo, osnovne nanodelce brez prevleke pa smo primerjali z nanodelci 
s prevleko alendronske kisline oziroma EDTMP, sintetizirano z različnimi metodami. Pri 
heksagonalnih nanodelcih zaradi majhne količine sintetiziranega vzorca nismo testirali 
vpliva prevleke alendronske kisline pri koncentraciji 0,5 mg/ml. Za zagotavljanje večje 
preglednosti smo ločili rezultate celične viabilnosti za kubične in heksagonalne nanodelce.  
Na sliki 25 so predstavljeni rezultati celične viabilnosti po 15-minutnem tretiranju 
endotelijske celične linije EA.hy926 s kubičnimi oziroma heksagonalnimi nanodelci s 
koncentracijami 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml in 0,5 mg/ml. Po 15-minutni izpostavitvi celic 
vzorcem kubičnih nanodelcev s koncentracijo 0,05 mg/ml in 0,1 mg/ml ni prišlo do 
statistično značilnih razlik celične viabilnosti med posameznimi tipi nanodelcev in kontrolo 
(graf A in B). Šele pri koncentraciji 0,5 mg/ml (graf C) se pojavi statistično značilna razlika 
(p < 0,01), kjer nanodelci s prevlekama alendronske kisline in EDTMP povzročijo znižanje 
odstotka viabilnih celic. Pri prevleki alendronske kisline se ta zmanjša na približno 80 %, 
pri prevleki EDTMP pa na okoli 90 % viabilnih celic glede na kontrolo. Podobno tudi pri 
večini vzorcev heksagonalnih nanodelcev pri nižjih koncentracijah (0,05 mg/ml in 0,1 
mg/ml, grafa D in E) ne opazimo statistično značilnih razlik celične viabilnosti med 
posameznimi vzorci. Izjema je znižanje odstotka viabilnih celic na okoli 80 % glede na 
kontrolo pri prevleki alendronske kisline pri koncentraciji 0,1 mg/ml (p < 0,05). Tudi v tem 
primeru so nanodelci, prevlečeni z alendronsko kislino, povzročili večji padec celične 
viabilnosti v primerjavi z nanodelci brez prevleke. Pri koncentraciji 0,5 mg/ml (graf F) pa se 
je celična viabilnost zmanjšala pri heksagonalnih nanodelcih brez prevleke (p < 0,05), 
medtem ko sta obe prevleki EDTMP ohranili vrednost viabilnosti celic. Prevleka EDTMP, 
sintetizirana z direktno metodo, jo je celo bistveno izboljšala (p < 0,0001), kar pa je pri tako 
veliki razliki glede na kontrolo in majhnem številu opravljenih meritev najverjetneje 






Slika 25: Celična viabilnost po 15-minutni izpostavitvi nanodelcem v primerjavi s kontrolno 
skupino. Z lestvicami smo označili razlike med vzorci nanodelcev in kontrolno skupino, z 
zvezdicami pa razlike med golimi in prevlečenimi nanodelci. Legenda: ns – ni statistično značilne 




Na sliki 26 so zbrani rezultati celične viabilnosti po 24-urnem tretiranju z nanodelci. Pri 
kubičnih nanodelcih je bila že pri najnižji koncentraciji (0,05 mg/ml, graf A) statistično 
značilna razlika med vzorcema nanodelcev brez prevleke in nanodelcev s prevleko EDTMP 
(p < 0,05). Prevleka EDTMP je v tem primeru izboljšala celično viabilnost. Pri koncentraciji 
0,1 mg/ml (graf B) smo opazili padec viabilnosti celic, izpostavljenim kubičnim nanodelcem 
brez prevleke (p < 0,0001), medtem ko je zaščitna prevleka EDTMP ohranila celično 
viabilnost, primerljivo s kontrolno skupino. Pri koncentraciji 0,5 mg/ml (graf C) pa so vsi 
vzorci nanodelcev povzročili znižanje odstotka viabilnih celic, med njimi ni bilo statistično 
značilnih razlik). Pri vseh treh koncentracijah vzorcev heksagonalnih nanodelcev opazimo 
podoben vzorec zmanjšanja celične viabilnosti (grafi D, E, F). V vseh treh primerih je prišlo 
do statistično značilnega zmanjšanja celične viabilnosti nanodelcev brez prevleke v 
primerjavi s kontrolno skupino (p < 0,0001). Prevleka EDTMP, sintetizirana z metodo 
izmenjave ligandov, je celično viabilnost v primerjavi z neprevlečenimi nanodelci izboljšala 
le pri koncentraciji 0,05 mg/ml (p < 0,05, graf D). Je bila pa zato precej bolj uspešna prevleka 
EDTMP, sintetizirana z direktno metodo. Ta pri koncentracijah 0,05 mg/ml in 0,1 mg/ml ni 
izkazovala statistično značilnih razlik v primerjavi s kontrolno skupino (grafa D in E). Do 
zmanjšanja celične viabilnosti v primerjavi s kontrolo je prišlo šele pri koncentraciji 0,5 
mg/ml (p < 0,01). Prevleka alendronske kisline se je pri obeh testiranih koncentracijah 
izkazala za najmanj učinkovito. Padec celične viabilnosti po izpostavitvi takšnim 





Slika 26: Celična viabilnost po 24-urni izpostavitvi nanodelcem v primerjavi s kontrolno skupino. 
Z lestvicami smo označili razlike med vzorci nanodelcev in kontrolno skupino, z zvezdicami pa 
razlike med golimi in prevlečenimi nanodelci. Legenda: ns – ni statistično značilne razlike; #/*- 




Slika 27 prikazuje rezultate odstotka viabilnih celic po 48-urni izpostavitvi vzorcem 
kubičnih oziroma heksagonalnih nanodelcev različnih koncentracij v primerjavi s kontrolo. 
Pri vzorcih kubičnih nanodelcev je na grafih A, B in C opazno znižanje celične viabilnosti 
pri vseh vzorcih nanodelcev v primerjavi s kontrolo (p < 0,0001). Med njimi v večini 
primerov ni bilo statistično značilnih razlik, izjemi sta vzorca nanodelcev s prevleko 
alendronske kisline pri koncentracijah 0,05 mg/ml in 0,1 mg/ml. Tam je prevleka 
alendronske kisline značilno zmanjšala celično viabilnost tudi v primerjavi z neprevlečenimi 
nanodelci (p < 0,0001 na grafu A ter p < 0,001 na grafu B). Pri analizi vzorcev heksagonalnih 
nanodelcev opazimo statistično značilna znižanja celične viabilnosti pri vseh vzorcih 
nanodelcev v primerjavi s kontrolno skupino. Med posameznimi vzorci je največja razlika 
pri najmanjši koncentraciji, 0,05 mg/ml (graf D). Tam so vse tri prevleke uspešno izboljšale 
celično viabilnost v primerjavi z nanodelci brez prevleke. Izstopa pa prevleka EDTMP, 
sintetizirana z direktno metodo, kjer je bilo po 48-urni izpostavitvi vzorcu za okoli 20 % več 
viabilnih celic v primerjavi z nanodelci brez prevleke (p < 0,0001). Na grafu E pri 
koncentraciji 0,1 mg/ml še lahko opazimo izboljšanje celične viabilnosti pri izpostavitvi 
nanodelcem s prevleko v primerjavi z neprevlečenimi (p < 0,01 za nanodelce s prevleko 
alendronske kisline ter p < 0,0001 za nanodelce, prevlečene z EDTMP). Po izpostavitvi celic 
vzorcu nanodelcev brez prevleke je bilo po 48 urah viabilnih le še 50 % celic. Tudi nanodelci 
s prevleko pa so v primerjavi s kontrolno skupino povzročili statistično značilen padec 
celične viabilnosti (p < 0,0001). Enako lahko opazimo na grafu F pri koncentraciji 0,5 
mg/ml, a je tam upad celične viabilnosti manjši. Viabilnih je ostalo približno 80 % celic. 





Slika 27: Celična viabilnost po 48-urni izpostavitvi nanodelcem v primerjavi s kontrolno skupino. 
Z lestvicami smo označili razlike med vzorci nanodelcev in kontrolno skupino, z zvezdicami pa 
razlike med golimi in prevlečenimi nanodelci. Legenda: ns – ni statistično značilne razlike; #/*- 





V okviru magistrske naloge smo optimizirali parametre sinteze izbranih zaščitnih fosfonskih 
prevlek ter proučevali njihov vpliv na zmanjšanje raztapljanja pri fizioloških pogojih in na 
biokompatibilnost nanodelcev na osnovi NaYF4.  
5.1 Učinkovitost zaščitnih prevlek pred raztapljanjem 
nanodelcev 
Rezultati opravljenih testov raztapljanja nanodelcev so potrdili, da pufer PBS povzroči 
obsežno raztapljanje golih nanodelcev na osnovi NaYF4, kar se ujema s predhodnimi 
ugotovitvami (20, 25). To lahko razložimo s tvorbo stabilnih netopnih soli redkih zemelj s 
fosfati, kar je gonilna sila za razpad nanodelcev (20). 
Ugotovili smo, da je pri kubičnih nanodelcih α-NaYF4(Yb,Tm) prevleka EDTMP skoraj 
popolnoma preprečila raztapljanje tudi v agresivnem PBS. Prevleka alendronske kisline je 
bila pri tem manj učinkovita. Vzroka za tako veliko razliko med obema prevlekama ne 
znamo pojasniti. Čeprav ima EDTMP na voljo štiri, alendronska kislina pa le dve fosfonski 
skupini za vezavo s površinskimi kovinskimi ioni, obe omogočata nastanek kelatne vezi, ki 
zagotavlja trdno vezavo na površino nanodelcev. Z vidika strukture same pa bi pričakovali 
gostejšo vezavo alendronske kisline, zaradi manjšega steričnega odboja v primerjavi z bolj 
razvejano molekulo EDTMP. 
Pri heksagonalnih nanodelcih smo ugotovili, da je bila pri sintezi obeh prevlek direktna 
metoda uspešnejša kot metoda izmenjave ligandov. Razlog za to je verjetno učinkovitejše 
odstranjevanje oleinske kisline s površine nanodelcev pri direktni metodi in posledično večja 
realna površinska gostota liganda (26). Prevleka alendronske kisline se je izkazala za 
nekoliko bolj učinkovito zaščito pred raztapljanjem heksagonalnih nanodelcev. Razlika ni 
velika in bi jo lahko pojasnili s tvorbo aglomeratov, ki upočasnijo raztapljanje zaradi 
zmanjšanja površine nanodelca v stiku s topilom (60). Ta razlaga se ujema tudi z rezultati 
zeta potenciala, kjer smo opazili, da imajo nanodelci, prevlečeni z alendronsko kislino, v 
območju nevtralnega pH izoelektrično točko in praktično nevtralen površinski naboj. To 




posedanje nanodelcev smo lahko v času nekaj ur do nekaj dni potrdili tudi vizualno. V naših 
nadaljnjih raziskavah (61) smo stabilnost suspenzije nanodelcev v fizioloških pogojih 
uspešno izboljšali s fosfonsko prevleko neridronske kisline, vezane na PEG. PEG omogoča 
sterično stabilizacijo suspenzije, hkrati pa zagotavlja nizko vrednost naboja na površini 
nanodelcev, kar je dodatna prednost za biološke aplikacije. 
Nasprotno od naših opažanj pa so drugi raziskovalci (26) pokazali, da je bila tudi pri 
heksagonalnih nanodelcih prevleka EDTMP bolj učinkovita pri preprečevanju raztapljanja 
v PBS. Spremljali so namreč časovno odvisnost raztapljanja in primerjali nanodelce β-
NaYF4(Yb,Er) brez prevleke s prevlekami alendronske kisline in EDTMP, sintetiziranimi z 
direktno metodo ob 24-urnem mešanju na sobni temperaturi. To se sicer ujema z našimi 
rezultati za kubične nanodelce, ne pa tudi za heksagonalne. Predvidevamo, da so opažene 
razlike posledica že prej omenjene delne aglomeracije nanodelcev s prevleko AL. Dosedanje 
raziskave (16, 26) pa so med drugim pokazale tudi vpliv povišane temperature na pospešeno 
raztapljanje nanodelcev. V naši raziskavi smo se osredotočili na temperaturo 37 °C in 
fiziološko koncentracijo PBS, saj se s tem najbolj približamo stanju v človeškem organizmu. 
Prevleka, ki bi v takšnem okolju uspešno preprečila raztapljanje nanodelcev, bi bila 
najverjetneje uspešna tudi po aplikaciji v človeško telo. 
Podobno kot mi, tudi drugi raziskovalci poročajo o bistveno manjšem obsegu raztapljanja v 
mediju DMEM, ne glede na površinsko sestavo nanodelcev na osnovi NaYF4 (16). To bi 
lahko pripisali precej manjši koncentraciji fosfatov kot v PBS ter adsorpciji bioloških 
molekul, prisotnih v DMEM, na površino nanodelcev. Te delujejo kot dodatna zaščitna plast 
in preprečujejo raztapljanje. V raziskavi (16) so to potrdili s prisotnostjo dušikovih spojin in 
nekaterih drugih sestavin (lizina, fenilalanina, glukoze) medija DMEM na površini 
nanodelcev, staranih v DMEM. Tvorba zaščitne plasti v mediju DMEM bi lahko tudi 
pojasnila, zakaj je veliko in vitro toksikoloških študij ta tip nanodelcev označilo za 
netoksičnega (4, 43, 62), kljub znatnemu raztapljanju v vodnih medijih, bogatih s fosfati.  
Po drugi strani pa je raziskava (35) pokazala, da pri nanodelcih s prevleko alendronske 
kisline po izpostavitvi človeškemu serumu obloga bioloških molekul na površini nanodelcev 
ni nastala. V tem primeru obloge ne bi zaščitile nanodelcev pred raztapljanjem v krvi, kar bi 




še s testi viabilnosti na celični liniji humanega endotelija, v sklopu katerih smo se poskušali 
čim bolj približati pogojem v žilnem lumnu. 
5.2 Vpliv lastnosti nanodelcev na biokompatibilnost 
Pri testiranju celične viabilnosti in interpretaciji rezultatov smo se osredotočili na analizo 
vpliva nanodelcev na celično linijo humanega endotelija v nižjih koncentracijah (0,05 mg/ml 
oziroma 0,1 mg/ml). To koncentracijsko območje je bilo izbrano kot fiziološko relevantno 
za in vivo aplikacijo (44, 45). Testiranje smo izvedli tudi pri višjih koncentracijah nanodelcev 
(0,5 mg/ml), kar je koristno z vidika iskanja mehanizma toksičnosti (5). 
Rezultati testov celične viabilnosti linije humanega endotelija EA.hy926 so pokazali, da tako 
kubični kot heksagonalni nanodelci, s prevleko ali brez, pri nizkih koncentracijah (0,05 
mg/ml in 0,1 mg/ml) niso akutno toksični po 15-minutni izpostavitvi. Pri višjih 
koncentracijah in daljši izpostavitvi pa smo opazili znižanje celične viabilnosti v tretiranih 
skupinah v primerjavi s kontrolno skupino. Upad celične viabilnosti glede na kontrolno 
skupino je bil opazen pri obeh tipih nanodelcev brez prevleke, bolj izrazit pa je bil pri 
heksagonalnih nanodelcih brez prevleke po 24- oziroma 48-urni izpostavitvi. To bi bila 
lahko posledica povečanega vstopa v celice zaradi njihove manjše velikosti v primerjavi s 
kubičnimi nanodelci, o čemer so poročali tudi drugi raziskovalci (23, 24). Možen razlog 
citotoksičnosti pa je tvorba fosfatnih soli ionov redkih zemelj (v našem primeru predvsem 
Y3+) na površini nanodelca s fosfati, ki so prisotni v celicah. Ioni redkih zemelj izkazujejo 
veliko afiniteto do fosfatov, predvsem v kislem okolju (npr. v lizosomih), kjer se nanodelci 
hitreje raztapljajo. Na Y3+ ione se tako vežejo fosfati, ki so sicer del strukture celičnih 
membran, kar lahko okvari njihovo funkcijo. Pomemben vir fosfatov v celici so tudi 
molekule ATP, ki so ključne za prenos energije v celici. Zmanjšanje celične koncentracije 
ATP pa lahko vodi v t. i. stradanje celice in celično smrt (9, 25). Prav tako so vir toksičnosti 
lahko fluoridni ioni. Rezultati opravljenih testov raztapljanja so sicer pokazali minimalno 
raztapljanje nanodelcev v DMEM, vseeno pa ob morebitni akumulaciji nanodelcev v celicah 
to ni zanemarljivo. 
Ugotovili smo, da prevleka EDTMP izboljša celično viabilnost v primerjavi z 




sintetizirana na heksagonalnih nanodelcih z direktno metodo. Pri nizkih koncentracijah ob 
krajši časovni izpostavitvi celic je bila primerljiva celo s kontrolno skupino, ki nanodelcem 
ni bila izpostavljena. Ti podatki kažejo na velik potencial za uporabo takšnih nanodelcev v 
namene slikovno diagnostičnih preiskav. Tudi nekatere druge študije navajajo uspešnost 
zaščitne prevleke EDTMP. Raziskava (9) ugotavlja, da je prevleka EDTMP uspešno zaščitila 
površino nanodelcev in preprečila nastanek kompleksov z znotrajceličnimi fosfati. Poleg 
tega pa so ugotovili tudi, da imajo takšni nanodelci manjši potencial za povzročitev vnetnega 
odziva. V podobni raziskavi so ugotovili, da prevleka EDTMP, sintetizirana na sobni 
temperaturi ob 24-urnem mešanju z magnetnim mešalom, uspešno zmanjša pulmonarno 
toksičnost nanodelcev na osnovi kovinskih oksidov (37).  
Prevleka alendronske kisline je bila manj učinkovita pri preprečevanju citotoksičnosti v 
primerjavi z EDTMP. Čeprav je kot prevleka na heksagonalnih nanodelcih zmanjšala 
stopnjo raztapljanja v PBS za polovico in bila pri tem bolj učinkovita kot prevleka EDTMP, 
pa sta možni razlagi za manjšo biokompatibilnost v primerjavi s prevleko EDTMP dve. Prva 
razlaga temelji na ugotovitvah, da se biološke makromolekule, prisotne v celičnem mediju 
DMEM z dodanim serumom, ne vežejo na površino nanodelcev, prevlečenih z alendronsko 
kislino in tako ne tvorijo dodatne zaščitne plasti (35). Brez te zaščite so celice direktno 
izpostavljene nanodelcem, kar ima lahko za posledico večje toksične učinke. Druga možna 
razlaga pa temelji na postopku sinteze. Glede na rezultate analiz, navedene v prejšnjih 
poglavjih, lahko sklepamo, da nam z metodo izmenjave ligandov ne uspe odstraniti vseh 
molekul hidrofobne oleinske kisline s površine nanodelca. To je lahko dodaten vir 
toksičnosti takšnih nanodelcev. V raziskavi (26) so potrdili, da je nekaj oleinske kisline po 
postopku izmenjave ligandov vseeno ostalo vezane na površino nanodelcev. Sinteza 
prevleke na nanodelce po predhodni odstranitvi oleinske kisline s površine se je izkazala za 
bolj učinkovito (26).  
Čeprav so se heksagonalni nanodelci s prevleko EDTMP, sintetizirani z direktno metodo (β-
NaYF4(Yb,Er)@EDTMP,dir), z vidika celične viabilnosti izkazali za boljše, pa je treba pri 
vrednotenju varnosti upoštevati še nekaj dodatnih vidikov. Kot je omenjeno že zgoraj, bi bili 
lahko dobri rezultati testiranja celične viabilnosti posledica uporabe celičnega medija 
DMEM. Ta zaradi tvorbe obloge po eni strani zaščiti površino nanodelcev pred 




obloga tudi poveča obseg nanodelca in na ta način najverjetneje prepreči oziroma omeji 
vstop nanodelcem v celico. Ta navidezna prednost pa bi se lahko izkazala tudi za slabost, saj 
bi izkazana velika afiniteta nanodelcev za vezavo na proteine in druge biološke 
makromolekule lahko povzročila motnjo v njihovi funkciji in posledično vplivala na celično 
delovanje.  
Prav tako je pomembno, da se zavedamo nekaterih pomanjkljivosti opravljene študije. V 
naši raziskavi smo se osredotočali na raziskovanje vpliva koncentracije in časovne 
izpostavitve nanodelcev, zanemarili pa smo vpliv sprememb na površini nanodelcev, ki bi 
lahko nastale med samim potekom preizkusa celične viabilnosti. Potencialna toksičnost 
nanodelcev namreč ni odvisna samo od koncentracije, ampak tudi od njihovega morebitnega 
raztapljanja in aglomeracije (4, 5). Tega med samo raziskavo celične viabilnosti nismo 
spremljali, lahko smo le predvidevali na podlagi naših predhodno opravljenih analiz. To 
onemogoča bolj zanesljivo ekstrapolacijo dobljenih in vitro podatkov na in vivo sisteme in 
pozneje na človeka. Da bi dobili bolj natančne podatke, kaj se je s samimi nanodelci dogajalo 
v času testiranja na celični liniji, bi morali med raziskavo in po zaključku opraviti še dodatne 
preiskave. S TEM bi lahko zasledovali nastanek razpadnih produktov in neposredno 
opazovali transformacijo nanodelcev med samim testiranjem (27). Z uporabo rentgenske 
fotoelektronske spektroskopije ali IR spektroskopije bi lahko ugotavljali spremembe na 
površini nanodelcev. Z merjenjem koncentracije raztopljenih fluoridnih ionov v več 
časovnih intervalih bi posredno dokazali raztapljanje nanodelcev, z merjenjem fluorescence 
pa bi ugotavljali posledično izgubo njihovih optičnih lastnosti (9).  
Študije na živalskih modelih so pokazale, da so različni tipi celic različno dovzetni za 
toksične učinke nanodelcev. Raziskave na miših in podganah (4) so pokazale, da se 
nanodelci na osnovi NaYF4 različno dolgo zadržujejo v različnih organih, kar je odvisno tudi 
od njihove velikosti in prevleke na površini. Tako se nanodelci, prevlečeni s 
polietilenglikolom, dlje časa zadržujejo v krvnem obtoku, prevleke, ki omogočajo 
interakcije s fagocitnimi celicami, pa se dlje zadržujejo v bezgavkah. Intravenozno aplicirani 
nanodelci iz krvnega obtoka kmalu preidejo v jetra, ledvice, srce, vranico in možgane, kjer 
obstaja možnost daljše akumulacije (4, 17). Na podlagi teh ugotovitev bi morali testiranja 
celične viabilnosti naših nanodelcev opraviti še na drugih celičnih linijah ter proučiti procese 




prevlekami alendronske kisline ali EDTMP se lahko zaradi mehanizma vezave fosfonskih 
skupin v kostno tkivo dlje časa kopičijo v kostnini (40). Ker lahko ob daljšem zadrževanju 
ti nanodelci razpadejo na potencialno toksične ione, lahko pride do poškodbe tkiv oziroma 
organov šele po daljšem obdobju. Zato bi bilo smiselno za te nanodelce, ki se v telesu lahko 





V sklopu magistrskega dela smo proučevali vpliv zaščitnih fosfonskih prevlek na 
raztapljanje in citotoksičnost nanodelcev na osnovi NaYF4, dopiranih z lantanoidi, s kubično 
(α-NaYF4(Yb,Tm)) in heksagonalno (β-NaYF4(Yb,Er)) kristalno strukturo. 
S proučevanjem vpliva različnih sinteznih parametrov smo optimizirali sintezo prevlek. Vsi 
tipi nanodelcev, s prevleko ali brez, so se v DMEM raztapljali minimalno, v PBS pa je bil 
delež raztapljanja precej večji. Ugotovili smo, da sta pri preprečevanju raztapljanja 
nanodelcev uspešnejši prevleki alendronske kisline in EDTMP, sintetizirani pri povišani 
temperaturi (35 °C oziroma 80 °C). Rezultati analiz vzorcev nanodelcev so pokazali, da je 
direktna metoda sinteze prevlek pri heksagonalnih nanodelcih boljša od metode izmenjave 
ligandov. 
Najboljše zaščitno delovanje pred poškodbo humanih endotelijskih celic, kar smo merili s 
testi celične viabilnosti, je dosegla prevleka EDTMP, sintetizirana z direktno metodo na 
nanodelcih s heksagonalno kristalno strukturo (β-NaYF4). Pri ocenjenih fiziološko 
relevantnih koncentracijah (0,05 mg/ml in 0,1 mg/ml) po 15-minutni in 24-urni izpostavitvi 
celic je bil odstotek viabilnih celic primerljiv kontrolni skupini. Tudi po 48 urah je bil za 20–
30 % večji kot pri nanodelcih brez prevleke. Ta prevleka je izkazala tudi visoko absolutno 
vrednost zeta potenciala pri fiziološkem pH, kar nakazuje na koloidno stabilnost takšnih 
nanodelcev. Prevleka alendronske kisline je bila pri tem manj uspešna. 
Zaradi obetavnih rezultatov bi bile smiselne nadaljnje študije prevleke EDTMP. Najprej bi 
bilo smiselno izvesti teste celične viabilnosti še na drugih celičnih linijah (jetrni, kostni, 
ledvični, makrofagih in drugih), kjer bi se nanodelci po aplikaciji lahko akumulirali. Prav 
tako je treba v prihodnosti izvesti subakutne in subkronične študije na živalskih modelih v 
sklopu varnostne farmakologije. Temeljito bi bilo treba proučiti tudi farmakokinetične 
procese porazdelitve in metabolizma nanodelcev v telesu, in sicer čas zadrževanja v 
posameznih tkivih in organih ter poti izločanja iz telesa. Preden bodo nanodelci na osnovi 
NaYF4 prešli v splošno uporabo v humani medicini, bo treba zadostiti strogim zahtevam 
regulatornih ustanov, industrije in končnih uporabnikov. Nedvoumno bo treba dokazati 
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